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Introduction 

The diffuse nature of the hemipteran kinetochore is attested by a 
wealth of observational evidence. This is confirmed by the fact that in 
coccids and aphids experimentally induced chromosome fragments con- 
tinue to function mitotically. However, the possibility that additional 
types of kinetic organelles exist within the limits of the Hemiptera is 
suggested by several observations already on record and merits explora- 
tion. For, the coexistence of diverse types among closely related forms 
gives hope of the persistence also of intermediate or transitional con- 
ditions which might clarify both structural and evolutionary relation- 
ships of the diffuse and the localized kinetochore. 

Of special interest in this respect are Hr1zER’s (1950) observations 
on Oechalia, a pentatomid with otherwise typical holokinetic chromo- 
somes in whose primary spermatocytes, however, a restricted segment 
of the chromosome exhibits precocious anaphase movement. A temporary 
restriction of the kinetic zone is involved also when, during meiosis in 
certain Hemiptera, the usual broad spindle fiber attachment is replaced 
by one confined to the terminal region of the chromosome. 

The existence of a multiple kinetochore in Ascaris (SCHRADER 1935) 
further suggests the origin of long chromosomes with a diffuse kineto- 
chore from the fusion of smaller ones each equipped with a localized 
kinetochore, as has recently again been emphasized by VaaraMa (1954). 
Since, in the nature of the case, our clearest demonstrations of the diffuse 
kinetochore have been made in species with few and large chromosomes, 
it seems possible that the localized, or any variant and intermediate, 
condition might be found in forms with smaller and more numerous 
chromosomes. Accordingly, we have investigated kinetochore activity 
in certain Pentatomidae which conform to this requirement, and in 
addition permit further analysis of that restriction of the kinetic zone 
during meiosis which was mentioned above. Our approach to the prob- 
lem was to ascertain to what degree, in this admittedly unfavorable 
material, the mitotic behavior of induced chromosome fragments can 
be analyzed. 
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Material and Methods 

Our material comprises 3 species of the heteropteran family Pentatomidae, 
Euschistus servus, E. tristigmus, and Solubea pugnazx, collected at Durham, North 
Carolina. Normal mitosis was studied in developing eggs and in testes of adult 
males, both in aceto-orcein squash preparations and in sectioned material fixed in 
Sanfelice and stained with Heidenhain’s haematoxylin or with Feulgen. Phase 
optics were useful in the resolution of spindle components. Squashes proved 
superior in the analysis of chromosome complements, but only in sections, and 
then only after perfect fixation and overstaining, can certain details of chromosomal 
spindle fibers be resolved. Shrinkage, especially in the case of short chromosomes, 
readily converts a thin triangular sheet of delicate fibrillae into a single broadly 
based fiber and precludes a distinction between a diffuse and a localized kinetochore. 

To induce fragmentation of chromosomes, adult males of both species of 
Euschistus, together with nymphs in first or early second instar, were irradiated 
in lots of 4 adults and 8 nymphs at dosages of 100, 300, 400 or 750 r. Eight adult 
males of Solubea received 100, 300 or 400 r. The conditions of irradiation were: 
H.V.L. = 1.04mm Cu; distance 46 cm ; dosage rate 39.2 r/min; Industrial Picker 260. 

The insects were reared on green beans, in screen-topped glass jars. Non- 
irradiated specimen subjected to the same conditions of culture and fixation 
served as controls. Irriadiated sepcimen were killed at intervals of 7, 24, 48 and 
72 hours, and of 10 and 11 days after exposure. On dissection one testis of each 
male was utilized for squash preparations while the other was fixed in Sanfelice, 
sectioned and stained. The figures are drawn with camera lucida and phase optics 
at 2000 x ; magnification as reproduced is shown by the accompanying scale. 


Results 
I. The kinetochore of normal chromosomes 

For the evaluation of the experimental results a brief outline of 
kinetochore activity in the normal, unbroken chromosomes of these 
pentatomids is necessary. Our observations on somatic mitosis so closely 
parallel those previously published on a variety of organisms with the 
diffuse kinetochore (rev. in HuGHES-ScHRADER 1948) that the following 
brief summary will suffice. 

a) Somatic and spermatogonial mitosis. At no stage is there demon- 
strable any localized organelle or restricted region of the chromosome 
specifically associated with the kinetochore activities of orientation, 
chromosomal fiber formation and anaphasic movement. Instead we 
find the foliowing: (1) The entire chromosome participates in metaphase 
orientation, taking a position wholly within the spindle body with the 
chromosomal long axis at right angles to the polar axis (Figs. 1, 2 and 4). 
(2) Chromosomal fibers are organized along the entire length of each 
chromatid, extending from its poleward surface to converge in the 
centriole. Viewed from the side, the chromosome fibers thus appear as 
a broadly based but thin triangular sheet which, under optimal optical 
conditions, is resolvable into delicate fibrillae (Figs. 2 and 4). The latter 

are increasingly tenuous distally and in squash preparations only their 
proximal parts survive even slight pressure. (3) In anaphasic disjunction 
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the separating chromatids remain parallel to each other as they move 
“‘broad-side on” to the pole (Figs. 2 and 5). Only in late anaphase, in 
these species, is this modified as the tips of each chromatid bend toward 
the polar center. 

b) Meiotic mitosis. In striking contrast to somatic mitosis, the male 
meiotic mitoses show a definite restriction of kinetochore activity to a 
limited region of the chromosome. By late diakinesis, all autosomal 








Figs. 1—5 (from sections, Haematoxylin). Figs. 1 and 2. Spermatogonial metaphase and 
early anaphase, Solubea pugnax. Figs. 3—5. Spermatogonial metaphase and anaphase, 
Euschistus servus 


bivalents in the Huschistus species have assumed the ‘“‘rod” configura- 
tion, each comprising two chromosomes in end to end association (Fig. 15). 
At Metaphase I the bivalents orient with their long axes parallel to the 
interpolar axis of the spindle, and with the terminal connection between 
chromosomes in the equatorial plane. This is directly observable in the 
larger bivalents (Fig. 16). In the case of the smaller bivalents, in which 
the four chromatids when fully condensed may approach a spherical 
form, identification of the chromosomal axes is actually aided by poor 
fixation. Thus in aceto-orcein squashes, while the two chromatids of 
each dyad tend to swell and fuse in outline, the terminal connection 
between dyads shrinks and so remains continuously visible and distin- 
guishable from the inter-chromatid cleft, from diakinesis through meta- 
phase, until finally broken by anaphase movement. Such bivalents are 
22* 








330 Satty Hucues-Scuraper and Franz SCHRADER: 


dumbell shaped and the two moietics co-orient above and below the 
equator. There can thus be no doubt that orientation of all the bivalents 
is uniform, with the long axis of the chromosome parallel to the polar 
axis of the spindle. In Solubea some bivalents are of the ring, rather than 
the rod type; at pre-mietaphase these rings tend to collapse and tran- 
siently assume a position with the now parallelly associated chromo- 
somes «wt right angles to the spindle axis. But here too restriction of 
kinetochore activity is soon evident, as chromosomal fibers are demon- 
strable only at the poleward ends of the chromatids as the bivalent 
opens into a rod-configuration with the usual orientation, and the dyads 
then move end-foremost to, the poles. At Metaphase II in all three 
species kinetochore activity is again restricted to chromosome ends 
(Fig. 19). Although the initial orientation seems often to be like that 
of somatic mitosis, the parallelly paired chromatids separate only at 
one end — to which the chromosomal fibers are restricted — and in the 
ensuing anaphase move end-first to the poles. 

The X and Y chromosomes go through the first meiotic division as 
independent univalents (Fig. 16), but due to their small size the precise 
relation of the plane of orientation and the formation of chromosomal 
fibers to the chromosomal axis cannot be determined. During anaphase, 
however, the separating chromatids elongate in the plane of the polar 
axis of the spindle and chromosomal fibers are restricted to the poleward 
ends. At second metaphase X and Y undergo the characteristic “touch 
and go”’ pairing; here the orientation is more obvious for the long axis 
of the X, at least, is apparent and its contact with Y is a terminal one. 
In end to end association X and Y co-orient in the polar axis, in the 
center of the spindle; chromosome fibers are organized at the free ends, 
and’ in the anaphasic segregation the chromosomes move end first to 
the. poles. 


II. Mitotic behavior of chromosome fragments 

Are fragments derived from various parts of the pentatomid chromo- 
some capable of normal mitosis, as would be expected from the appar- 
ently diffuse nature of the kinetochore as observed in somatic divisions ? 
Or does the restriction of kinetochore activity to a limited region of the 
chromosome, observed in male meiosis, imply a differentiation in the 
holokinetic chromosome which will be manifest in a differential behavior 
of fragments in these Heteroptera as compared with the homopteran 
groups of coccids and aphids in which no such restriction exists ? And 
finally, will the mitotic behavior of fragments in species with relatively 
small and numerous chromosomes differ significantly from that previ- 
ously reported for species with large and few chromosomes ? The mitotic 
behavior of X-ray induced fragments of pentatomid chromosomes, 








The kinetochore of the Hemiptera 331 


reported below, was studied in the hope of answers to one or more of 
these questions. The data presented are derived from Huschistus servus 
and E. tristigmus, which we find indistinguishable in chromosome com- 
plement and in response to the irradiation employed. The irradiated 
material of Solubea pugnax proved less open to analysis, due to a higher 
frequency of structural rearrangements; but our observations suffice to 
show that the occasional free fragments behave as do those of Euschistus 
chromosomes. The normal complement of both Huschistus species is 
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Figs. 6—10. Huschistus, (aceto-orcein squash prep’s). Fig. 6. Normal spermatogonial meta- 
phase from untreated control. Figs. 7—10. Spermatogonial metaphase, after 100 r, 24 hr. 


post-rad. Figs. 7 and 8 from sister cells, each with 2 fragments. Figs. 9 and 10 — each 
with 4 fragments 


typical for the family Pentatomidae, comprising (2 n 3) 6 pairs of auto- 
somes plus X and Y (Fig. 6). Y is the smallest member of the set, and 
X is indistinguishable in size from the shortest autosome. 
Fragmentation of chromosomes followed all dosages used and was 
observed at all post-irradiation intervals tested (cf. section on material 
and methods). Meiotic mitoses were further characterized by a high 
frequency of structural rearrangements detectable at diakinesis as dele- 
tions, translocations and multivalent configurations, and by the pre- 
valence at anaphase of clumping, lagging and sticky bridges which led 
in some cases to non-disjunction and the resultant gain or loss of chromo- 
somal elements. The complete elimination of a chromosome or frag- 
ment by failure of inclusion in either telophase nucleus was only rarely 
observed. No attempt was made to determine more precisely the rela- 
tive frequency of these effects, since the preponderance of non-ana- 
lyzable configurations would make counts an unreliable index. Instead, 
a systematic search was made for instances of fragmentation unaccom- 
panied by other sequelae of irradiation. It should further be noted that 
in all irradiated testes many cells escaped detectable change of any 
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kind. And whether normal or abnormal in chromosome complement 
and behavior, the vast majority of all germ cells compieted a normal 
spermateleosis. Only the variation in the size of spermatid nuclei, to 
be expected from the frequency of non-disjunction, betrayed the effect 
of irradiation in these later stages. 

a) Fragments in spermatogonial mitosis. Breakage of a chromosome 
followed by the healing of the broken ends to give two mitotically 
potent fragment chromosomes was detectable at spermatogonial meta- 
phase in 5 males at post-irradiation intervals of 24 hours to 10 days. 
One such break results in complements like those of Figs. 7 and 8; two 
breaks are indicated in Figs. 9 and 10. Comparison of Fig. 8 with the 
normal complement of Fig. 6 shows that the break occurred in one of 
the largest chromosomes; the close gradation in size of the Euschistus 
chromosomes precludes a more precise identification of the fragments. 
In the more extended condition of late gonial prophase (cf. Figs. 12 and 
13 with the control, Fig. 11) it is certain that we are dealing with 
products of transverse breakage of chromosomes, not with aneuploidy 
derived from non-disjunction, nor with the separation of whole chro- 
matids. 

Fragments of spermatogonial chromosomes orient in normal holo- 
kinetic fashion at metaphase (Figs. 7—10). That they are further 
capable of normal anaphasic movement is attested by cases such as 
are shown in Figs. 9 and 10 which are from sister cells, still cytoplasmi- 
cally connected. Furthermore, such metaphase plates occur in clusters; 
such collocation in the same cyst of identical or closely similar frag- 
ment-bearing complements was encountered in 4 of the males tested. 
But perhaps the most convincing evidence of the retention of mitotic 
potency by these chromosomal fragments stems from their persistence 
through the many cell generations involved in the great growth of the 
testis during the last 10 days of the nymphal period. Clusters of sper- 
matogonial metaphases, not all precisely countable but all carrying 
between 15 and 19 elements instead of the normal 14, were found in 
two adult males 10 days after their irradiation as young nymphs. In 
testes of 7 out of 8 such males tested, fragments were also present in 
clearly analyzable meiotic complements at intervals of 10 or 11 days 
after irradiation. 

Compared to meiotic mitosis in irradiated males, spermatogonial 
anaphases are relatively free from sticky bridges and lagging chromo- 
somes. However, the elimination of chromosomal elements through 
failure of anaphasic disjunction followed by vesiculation in the cyto- 
plasm was observed in several instances (e.g., Fig. 13): and the colloca- 
tion in one cyst of clearly countable metaphase complements ranging 
from 14 to 17 is most probably attributable to non-disjunction. To 
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what extent the partial mitotic failures observed are due to radiation 
effects other than fragmentation cannot be determined. Certainly the 
evidence at hand demonstrates a real, albeit not invariable, potency of 
chromosome fragments in spermatogonial mitosis. 
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Figs. 11—13. Euschistus (aceto-orcein squash), Fig. 11. Normal spermatogonial prophase. 
Fig. 12. Same stage, after 750 r, 24 hr. post-rad., showing fragmentation and other struc- 
tural changes. Fig. 13. Same, after 750 r, 10 dys. post-rad.; sister cells with one 

: chromosomal element excluded from nuclei 


b) Sex chromosome fragments in meiosis. As already noted, the X 
and Y chromosomes of EHuschistus normally undergo the first meiotic 
divisions as independent univalents (Fig. 16). Breakage of a sex chromo- 
some, while the autosomes remain unaffected, thus offers a promising 
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Figs. 14—18. Euschistus (aceto-orcein squash). Fig. 14. Diakinesis, after 750 r, 7 hrs. 


post-rad.; sex chromosomes at lower left, X fragmented. Fig. 15. From normal control; 

part of a diakinetic nucleus showing sex chromosomes and one autosomal bivalent. Fig. 16. 

First meiotic metaphase, normal; Y is smallest element, X indistinguishable from smailest 

autosome. Fig. 17. Metaphase I, after 400 r, 48 hrs. post-rad.; both fragments of X in 

normal division. Fig. 18. Similar complement at Anaphase I, after 300 r, 24 hrs. post-rad.; 
both fragments of X have divided normally 
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approach to the analysis of the meiotic behavior of chromosome frag- 
ments, since anaphasic disjunction should be free from synaptic com- 
plications. Simple fracture of the X, with all autosomes normal or 
nearly normal, was actually found in all but one of the irradiated males. 

Fragmentation of the X is already detectable at diakinesis, since 
the sex chromosomes often lie rather close together. Moreover, in aceto- 
orcein squashes, they are surrounded, as is each of the autosomal bi- 
valents, by a clear zone devoid of precipitation artefacts. In Fig. 14 is 
shown a simple fracture of the X into two unequal parts, while the 
autosomes appear normal in size and number with only minor struc- 
tural changes; the 3 sex chromosomes and the clear zone surrounding 
them are here readily identifiable by comparison with the normal status 
shown in Fig. 15. 

At Metaphase I both fragments of the X organize chromosomal 
fibers and orient normally (Fig. 17). Late anaphase and telophase com- 
plements composed of 6 autosomal dyads and 3 smaller univalents, 
corresponding in size to chromatids of the Y and of the two X fragments, 
were also found. But final proof of the normal anaphasic disjunction 
of the fragments is afforded by those cells (8 clear cases, from 5 males) 
in which both sister anaphasic groups are analyzable; in each of these 
the Y chromosome and both fragments of the X are identifiable and 
have completed a normal anaphasic movement (Fig. 18). 

The fragmented X can be followed through Metaphase II. Normally 
at this stage occurs the “‘touch and go”’ pairing of X and Y which in 
tandem alignment orient in the center of. the equatorial plate sur- 
rounded by the autosomes (Fig. 19 and 20). A comparable pairing and 
orientation occurs after fragmentation of the X. The two fragments 
and the Y form a linear aggregate in the polar axis of the spindle, and 
chromosomal fibers are formed at the ends of the chain (Fig. 22). This 
configuration was found in 4 clearly analyzable cases; in 3 others so 
oriented that the sex triad is viewed in polar or slightly oblique aspect, 
the ‘‘touch and go” pairing is of the type shown in Fig. 21. Unfortuna- 
tely Anaphase II is only rarely analyzable, due to stickiness and lagging 
of chromosomes. The two expected spermatid complements — one 
containing two sex chromosomes of unequal size and the other a single, 
small one — were both observed, but in no case were both telophase 
complements of a single secondary spermatocyte division analyzable. 
The actual segregation of the compound sex chromosomes thus remains 
unobserved, nor indeed could it be positively demonstrated since at 
this stage the Y and the smaller X cannot be distinguished. There can 
be little doubt however that, when unimpeded by stickiness, the frag- 
ment X chromosomes can successfully complete the second meiotic 
mitosis, as is demonstrably the case in the first division. ~ 
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c) Autosomal fragments in meiosis. The prevalence of complex multi- 
valent configurations resulting from structural rearrangements makes 
the observation of the meiotic behavior of autosomal fragments difficult. 
Free fragments do occur, however, albeit with low frequency. A few 
first metaphase complements comprising 9 to 14 chromosomal elements, 
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Figs. 19—-22. Euschistus (aceto-orcein squash, sex chromosomes black, autosomes outlined). 

Fig. 19. Normal Metaphase II, lateral view. Fig. 20. Same, polar view, with X and Y 

superimposed. Fig. 21. Metaphase II, after 300 r, 48 hrs. post-rad.; the two fragments of 

X and the Y form sex-trivalent at center. Fig. 22. Metaphase II, after 300 r, 96 hrs. 
post-rad.; pairing and orientation of sex-trivalent 


all or most of which are bi- or univalent, were found at all post-irradia- 
tion intervals of 24 hours or more (Figs. 23 and 25). Comparison of 
relative size and number of these chromosomal units with those of the 
normal components (Fig. 24) confirms the presence of autosomal frag- 
ments. Orientation and chromosomal fiber formation are normal in 
all. The ensuing anaphase disjunction is impeded by clumping and 
bridge formation, but is often partially analyzable, as in Fig. 26. Here 
in spite of some stickiness and asynchrony, about 15 chromosomal units, 
including autosomal fragments, have completed or are in process of 
completing successful anaphasic movement. 
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In the cases just presented it is not possible to distinguish autosomal 
fragments from sex chromosomes among the smaller univalents. Nor 
can we always exclude the possibility that non-disjunction may have 
contributed to the increased number of chromosomal units. A more 
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Figs. 23—26. Euschistus (Figs. 23—-25 from aceto-orcein squash prep’s.; Fig. 26 from 

section, Feulgen). Figs. 23 and 25. Metaphase I, after 750 r, 10 dys. post-rad.; all fragments 

normally oriented. Fig. 24. Normal Metaphase I. Fig. 26. Anaphase I, after 400 r, 10 dys. 
post-rad.; fragments completing first meiotic division 


definite identification of autosomal fragments is however possible in 
those secondary spermatocytes whose sex chromosomes have escaped 
injury. For at Metaphase II the X and Y are readily identifiable by 
relative size and by the ‘“‘touch and go”’ pairing and orientation. When 
therefore, as in Figs. 27 and 28, the sex chromosomes are obviously 
intact and in addition the total mass of the autosomes.closely approaches 
that of the normal complement (cf. Fig. 19), the increased number of 
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autosomes may safely be attributed to fragmentation. Even in cases 
like that of Fig. 29, in which — although the sex chromosomes are 
normal — the total autosomal mass appears excessive, the relative size 
of certain dyads may identify them as autosomal fragments. This is 
true of the tiny fragment in Fig. 29, which is actually in the process of 
normal anaphasic separation. In all these cases the organization of 
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Figs. 27—29. Euschistus (aceto-orcein squash). Autosomal fragments at second meiotic 
division, after 750 r, 72 hrs. post-rad.; compare with normal Anaphase II in Fig. 19 


chromosomal fibers, the metaphase orientation and frequently the initial 
anaphase movement proceed as in normal unbroken chromosomes. 


Complete analysis of late second anaphase proved impossible, due 
to the prevalence, more pronounced than in the first division, of clump- 
ing and formation of sticky bridges. It should be emphasized, however, 
that this immobilization is not irreversible; in spite of impeded anaphase 
movement the division is almost always completed, albeit with some 
numerical irregularities. This is particularly evident in testes of adult 
males irradiated as nymphs ten days earlier, for among the many 
generations of spermatids represented, few or no degenerating cysts 
were encountered. And, although in no instance were we able to make 
a positive analysis of both telophase complements in a second division, 
many individual telophase II plates were found in which the altered 
size relations and increased number of elements clearly showed the 
presence of autosomal fragments. The evidence as a whole, from both 
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first and second divisions, thus indicates that autosomal fragments, 
like those of the sex chromosomes, are capable of meiotic mitosis, even 
under the unfavorable conditions imposed by secondary effects of ir- 
radiation. 
Discussion 
I. The hemipteran kinetochore 


The present study shows that, in the pentatomids tested, experi- 
mentally induced chromosome fragments frequently continue to divide 
mitotically. Their mitotic potency is in many cases affected by sub- 
sidiary effects of the treatment, the most obvious of which is the stick- 
iness and clumping induced in chromosomes by irradiation. 

On a purely cytological basis also, all three species involved conform 
in their somatic and spermatogonial mitoses to all recognized criteria 
for the presence of the diffuse kinetochore — to wit: (1) The entire 
chromosome orients at metaphase, with its long axis in the equatorial 
plane of the spindle. (2) Chromosomal fibers form along the entire 
length of each chromatid. (3) Anaphase movement is ‘“ broadside-on” 
to the pole, the chromatids tending to remain parallel to each other as 
they separate. 

As has long been known, the meiotic chromosomes evince certain 
modifications of this behavior. The most striking feature of such altera- 
tion is a restriction of kinetochore activity to the terminal region of the 
chromosome, as pointed out by ScHRADER (1935) and GxEITLER (1937). 
Our experiments show that this restriction involves no irreversible 
change in chromosome structure, for multiple fragments can successfully 
perform meiotic mitosis, as well as the somatic type. 

Our results thus lend no support to the recurrent claims for the 
presence of a localized kinetochore in various Hemiptera. In nearly all 
cases such claims have been made without a due cognizance of the 
issues involved. 


The earliest of such papers is that of MenpzEs (1949) on Dysdercus (Pyrrho- 
coridae). His evidence for a localized kinetochore may best be given in his own 
words, in reference to the largest pair of chromosomes: “They show a conspicuous 
subterminal constriction (supposed to be the centromere) and five other small 
constrictions”. He does not explain why he supposes a certain one of six con- 
stictions to be a localized kinetochore nor indeed does he give any other information 
on this point. The occurrence of constrictions as evidence for a localized kineto- 
chore is again brought forward by Dutt (1955) in the pentatomid Bagrada, by 
Rao (1957, 1958) in the homopteran Hurybrachis and the heteropteran Oxycarenus, 
and by ParsHaD (1957a) in several pyrrhocorids. It is strange that none of these 
workers has attempted to make a cytological analysis of the spindle structure or 
indeed to determine whether chromosomal fibers originate from the constrictions 
in question. 

Dutt advances as additional evidence for a localized kinetochore the finding 
that the chromosomes at Anaphase I “show a bend in each.” His only clear draw- 
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ing of this condition figures a large V-shaped chromosome approaching each pole. 
This almost certainly represents a rod-shaped chromosome whose chromatids 
adhere at their poleward ends but are separated distally — an interpretation also 
suggested by ParsHaD (1958). 

Rao’s subsidiary evidence rests primarily on the observation that the X of 
Eurybrachis moves end-foremost in the reductional division — behavior familiar 
in other Hemiptera since the early work of ScHRADER (1935) and GEITLER (1937). 
ParsHAD (1957a) has also cited this type of meiotic movement as evidence of the 
localized status in pyrrhocorids. But in the early meiotic anaphase of the coreid, 
Lanchnophora (1957 b, 1958), he recognizes that the entire length of the chromosome 
is actively involved and that only later is kinetic activity restricted to the end 
regious. Further, in Lanchnophora and in Cletus, the shape of late anaphase 
chromosomes in spermatogonial mitosis convinces him that each chromosome has 
at that time two sites of localized kinetochore action. ParsHaD’s concept of 
mitotic activity in the heteropteran chromosome thus involves a shifting from 
what might be termed a diffuse to a localized kinetochore, with the added com- 
plication of a dikinetic condition in gonial cells. 

Finally there remains to consider the series of papers by Piza (references in 
his 1958 paper) who first proposed that the hemipteran chromosome is dikinetic — 
provided with a localized kinetochore at each end. His argument is two-fold: 
First he too advances the restriction of kinetochore activity to chromosome ends 
in male meiosis. But in this connection he makes the additional assumption that 
the dikinetic condition results from an iso-chromosome structure. The latter is 
broken at first meiotic anaphase (since the parallely paired iso-chromosomes orient 
at right angles to the equator) but is restored at the second by fusion of the non- 
kinetic ends of sister chromatids which then open into a rod-shaped chromosome 
with two terminal kinetochores. These assumptions are negated by the cytological 
evidence, for bivalent structure of the postulated type is not demonstrable. On 
the contrary, the open cross and ring bivalents, with their four chromatids and 
eight free ends, characteristic of so many Heteroptera, alone invalidate the hypo- 
thesis. Piza’s second argument for the dikinetic status rests on the turning-in 
toward the pole of the two extremities of each chromatid during somatic and 
spermatogonial mitosis. That this involves no terminal localization of the kineto- 
chore is of course demonstrated by our experiments reported above and, since the 
phenomenon is equally characteristic of coccids, by those of HuaHEs-SCHRADER 
and Ris (1941). Nevertheless, P1za’s original observations on the disproportinate 
anaphasic activity of the ends of holokinetic chromosomes, are of great interest 
and will be further considered below. 

It must be obvious that none of the papers thus far reviewed presents adequate 
evidence for a localized kinetochore, nor has any of these workers subjected his 
material to the more critical test of chromosome fragmentation. The latter experi- 
ment has, however, recently been performed by SesHacHaR, Rao and Dass (1959)! 


1 Table 2 of SrsHacuakr et al (op. cit.), purporting to summarize present knowl- 
edge of the hemipteran kinetochore, is misleading. The authors are apparently 
unaware of GEITLER’s (1944a and b, 1951) present position on the question; 
ILLERT (1956) is cited in support of the localized kinetochore whereas she emphat- 
ically sponsors the diffuse condition; ParsHap’s (1958) stand for the occurrence 
of the localized, dikinetic, and diffuse condition in different cells of the same animal 
is not ircluded; the contributions of HuaHrs-ScHraDER (1955) and Lewis and 
ScuDDER (1958), with additional evidence for a diffuse kinetochore in Hemiptera, 
are also overlooked. 
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on the homopteran Hurybrachis apicalis. Unfortunately, their results are not 
conclusive. The material chosen is obviously unfavorable; the chromosomes are 
small and numerous (2n ¢ = 26), and irradiation of adult males induces extensive 
clumping of chromosomes as well as sticky anaphase bridges in spermatogenic 
cells. The authors report that fragments which happen not to be involved in the 
clumping, or are broken off from bridges, appear to undergo no mitotic movement 
and are less numerous at the second than at the first meiotic division. From these 
findings they conclude that the chromosomes of Hurybrachis have a localized 
kinetochore. Apparently no study was made of chromosomal spindle fibers nor, to 
judge from their drawings, was it possible to distinguish the subsidiary effects of 
irradiation — stickiness, immobilization of chromosomes, etc. — from the effects 
of fragmentation. The results obtained are such as might equally well be expected 
whether the kinetochore were diffuse or localized. We can only conclude from 
this survey of the pertinent literature that while it is of course possible that there 
exist species of Hemiptera with a localized kinetochore, no demonstration of that 


condition has yet been made. 


IT. Meiotic restriction of kinetochore activity 

Clear cytologiéal evidence that terminal localization during meiosis is 
in reality a temporary inhibition and restriction of basically holokinetic 
activity has long been on record for hemipteran chromosomes whose 
size permits precise observation of the orientation, and of the distribu- 
tion of chromosomal fibers, relative to the long axis of the chromosome. 
Thus in such exceptionally long chromosomes as the X of the coreid 
Protenor (SCHRADER 1935) the shift from a holokinetic orientation and 
diffuse spindle fiber attachment at first meiotic metaphase to the 
terminal attachment and telokinetic orientation in the reductional 
division is unequivocally clear. For autosomes, the pentatomid Rhyfti- 
dolomia senilis provides an equally striking demonstration of the real 


nature of the phenomenon. 

An analysis of the last named case is available in earlier studies (SCHRADER 
1940a, 1941), but since the data are not there evaluated with reference to the 
present question, a brief resumé of the pertinent features will be useful. The 
clarity with which meiotic restriction of kinetic function can be demonstrated in 
this species stems from the large size, and low number of the chromosomes. For 
translocations involving both autosomes and sex chromosomes have transformed 
the typical pentatomid complement of 14 (12A+X-+-Y), still retained by the 
congeneric species R. saucia, into 6 long chromosomes (Fig. 30). In somatic and 
gonial mitosis a typical diffuse kinetochore is attested by the orientation, broad 
spindle fiber attachment and parallel anaphasic disjunction (Fig. 31). In meiosis, 
one can actually follow the shift from an initially similar, holokinetic behavior to 
one simulating that of telokinetic chromosomes. Thus, while it is clear that the 
initial orientation of the large autosomal bivalent (at the left in Fig. 32) is parallel 
to the equator and that chromosomal fibers are organized along its entire length, 
a restriction in the further kinetochore activity becomes quickly apparent. For 
the bivalent opens only at one end, and only those chromosomal fibers originating 
in these terminal regions of the chromosomes function in this and the further 
anaphasic movement (Figs. 33 and 34). Again at the second division occurs this 
same shift from an orientation and spindle fiber formation characteristic of the 
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Figs. 30—36. Rhytidolomia senilis (sections, haematoxylin). Fig. 30. Spermatogonial 
metaphase. Fig. 31. Spermatogonial anaphase; 3 chromosomes drawn, 1 in end-, 2 in 
side-view, to show chromosomal fibers. Fig. 32. Metaphase I; holokinetic orientation and 
spindle fiber attachment in autosomal bivalent at left; terminal activity starting in 
bivalent at right. Fig. 33. Early anaphasic opening of bivalent atright. Fig. 34. Anaphase I; 
sex bivalent in center, with both X and Y ends showing kinetochore activity. Fig. 35. 
Metaphase II, with holokinetic orientation and chromosomal fibers in autosomes; sex 
bivalent central. Fig. 36. Early Anaphase II; shift to terminal kinetochore activity in 
autosomal dyads 


diffuse kinetochore (Fig. 35) to a terminal localization of kinetochore activity in 
anaphase (Fig. 36). 

X and Y, each carrying translocated autosomal material, form a rod-shaped 
bivalent with the autosomal ends of the chromosomes in association. Here too, 














The kinetochore of the Hemiptera 343 


chromosomal fiber formation is at first diffuse and orientation is parallel to the 

, equator, but anaphase movement is end-first to the pole (ScHRADER 1940b), with 
both X and Y ends participating (Figs. 32—34). In the second division the sex 
chromatids, whose tenuous terminal connection lapses early in the first division, 
realign so that the X and Y ends meet in “‘touch and go” pairing. Here all kineto- 
chore activity is terminally localized, for orientation is parallel to the polar axis 
of the spindle, chromosomal fibers form only at the free ends and anaphasic move- 
ment is end-first to the poles (Figs. 35 and 36). 

The restriction of holokinetic to terminal activity during meiosis so 
clearly expressed in Rhytidolomia senilis, varies in timing and degree in 
different forms. In its minimal expression only the ‘reductional”’ 
division is affected, while in others, such as the Huschistus species of 
the present study, all kinetic activities in both meiotic divisions may 
be involved. The extent of the distribution of the phenomenon among 
the Hemiptera is not known, and indeed in many cases the small size 
of the chromosomes may preclude a determination of the question. It 
appears to be characteristic of male meiosis in all Heteroptera amenable 
to analysis in which the point has been critically studied, and its presence 
in several auchenorrhynchous Homoptera seems assured. On the other 
hand, it is known to be absent in all members of the sternorrhynchous 
groups of coccids and aphids thus far studied. 


The significance of this restriction of kinetochore activity during 
meiosis is, we believe, historical. It represents the evolutionary adapta- 
tion of the diffuse kinetochore to the problem of meiotic co-orientation. 
The argument rests on the observed relations of meiotic restriction, to 
bivalent structure, and to the sequence of co-orientation and auto- 
orientation in the meiotic divisions. Thus, if the two chromosomes of a 
bivalent are parallelly paired at pre-metaphase, no barrier is presented 
to the normal functioning of a diffuse kinetochore in co-orientation at 
first metaphase. The two chromosomes of each bivalent will co-orient, 
above and below the equator and parallel to it; formation of chromo- 
somal fibers will be diffuse, and anaphasic disjunction parallel. This 
situation is actually realized in the scorpion Tityus (Piza. 1939). In 
contrast, the diffuse kinetochore cannot function normally in co-orienta- 
tion at the first division if the pre-metaphase bivalents have unter- 
minalized chiasmata or are of the “rod” type, with the two chromosomes 
in an end to end association, as is the rule in many subgroups of the Hemi- 
ptera. The same problem is presented by the co-orientation of the sex 
chromosomes whose ‘‘touch and go” pairing is also a terminal one, as 
is demonstrable when chromosome size permits resolution. This evo- 
lutionary impasse has been circumvented, in the homopteran groups of 
coccids and aphids, by a reversal of the usual sequence of co-orientation 
and auto-orientation in the meiotic divisions (Ris 1942, Huauss- 
ScHRADER 1955). The auto-orientation of rod-shaped bivalents at first 
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metaphase of course presents no difficulty for the functioning of a 
diffuse kinetochore, and a parallel re-alignment of homologous chroma- 
tids at interkinesis makes co-orientation at the second division equally 
compatible with it. The Metaphase I orientation of the ring-bivalents 
of Luzula purpurea (MALHEIROS, DE CasTRO and CaMaRA 1947) shows 
that here too this evolutionary pathway has been followed, for the ring 
lies flat in the equator of the spindle, with each chromosome auto- 
oriented. But the Pentatomidae and many other hemipteran groups 
have not followed this course, but have retained unchanged the usual 
sequence. Instead, in these groups, the temporary restriction of kineto- 
chore activity to chromosome ends has become genetically established, 
and functions as an alternative mechanism for harmonizing old meiotic 
patterns with evolutionary change in the kinetochore. 

The foregoing discussion tacitly implies the evolutionary derivation 
of the diffuse kinetochore of Hemiptera from the localized condition — 
an assumption based on the fact that the latter characterizes such 
insect groups as the Orthoptera, which are structurally more primitive 
than the highly specialized Hemiptera. But this reasoning is not in- 
tended to extend to the evolution of kinetochore structure in general; 
that the diffuse preceded the localized status is possible, and even 
plausible. The diffuse kinetochore of Hemiptera would then be regarded 
as a reversion to a remotely ancestral condition from a more recent, 
localized state. It should also be noted that we have here limited our 
discussion to male meiotic mechanisms, since corresponding data on 
females are too scant for generalization. Some evidence is, however, 
available which indicates that different evolutionary pathways have 
been followed in the two sexes, and even within one sex, in the hetero- 
pteran family Lygaeidae (HELENIUS 1952, HaLKKa 1956). 


III. Kinetic properties of chromosome ends 

A still unsolved problem in the mitotic behavior of holokinetic 
chromosomes lies in the disproportionate activity of chromosome ends, 
as compared to the intervening regions, in anaphase movement. Mani- 
fested as a more or less pronounced bending or turning-in of the ends 
of anaphase chromosomes towards the spindle pole, this is in a sense 
just the reverse of what is observed in chromosomes with a localized 
kinetochore, and it furnished the basic support for P1za’s claim that such 
chromosomes are provided with a localized kinetochore at each end. 

There is here no occasion to review the many papers that P1za has 
devoted to this point since 1939 ‘and in which he extends his inter- 
pretation from the scorpion Tityus to the woodrush Luzula and to 
many Hemiptera. In the case of the last named, as we have already 
noted, and in Luzula (Castro, CaMaRA and MaALHErRos 1949), frag- 








The kinetochore of the Hemiptera 345 


mentation experiments have invalidated his hypothesis. For Tityus, 
also, a diffuse or multiple kinetochore is shown by the formation of 
chromosomal fibers along the entire length of the chromosome, by the 
type of orientation and of anaphase disjunction, and by the mitotic 
potency of chromosome fragments. Evidence for the last-named stems 
from Piza’s (1949, 1950) own observations on the frequency and per- 
sistence of spontaneous fragments in nature, as well as from those of 
RHoaADES and KERR (1949) on radiation-induced fragments. The brief 
report of the latter authors is unfortunately not documented with 
cytological evidence on anaphase behavior, but their basic finding that 
fragments and unbroken chromosomes behave alike on the meiotic 
spindle cannot be doubted. The case of Tityus must therefore be in- 
cluded in any general consideration .of the kinetic properties of the 
terminal regions of holokinetic chromosomes. 

This peculiar behavior of chromosome ends, varying in the duration 
and intensity of its expression in different species, has been observed 
in most organisms in which the diffuse kinetochore has been demon- 
strated; in margarodid coccids (HuGHES-SCHRADER and Ris 1941, 
HvuGHES-SCHRADER 1942), in the aphid T'amalia (Ris 1942), in the hog- 
louse Haematopinus (BAYREUTHER 1955) and the mallophagan Gyropus 
(ScHOLL 1955), as well as in Luzula and Tityus. None of the suggestions 
thus far advanced are adequate to explain it: RHoapES and KERR 
considered it an adaptation permitting chromosomes, whose size is 
large relative to that of the spindle, to converge at the poles; HuGHEs- 
ScHRADER and Ris similarly attributed it to pressure from the narrow- 
ing cone of the anaphase spindle; and Ris (1942) later assumed as a 
causal factor that the shortening of all anaphasic chromosomal fibers 
is proportional to their metaphase length. But none of these suggestions 
can account for conditions such as occur in Haematopinus and in Tityus 
in which the precocious poleward movement of chromosome ends is 
already evident during metaphase and is obviously not dependent on 
any relation with the anaphase spindle. 

It is well to recall, with reference to this problem, that in many 
organisms the terminal regions of the chromosomes are endowed with 
special properties. Though it is not immediately obvious that the end 
region plays a role in anaphase movement, it may nevertheless exert 
an influence on chromosomal activity at various times in the mitotic 
cycle. One need only recall that the bouquet formation in the meiotic 
prophase of many animals is brought about by the active movement of 
the two free ends of each chromosome which establish contact with the 
nuclear periphery where the center is located, as was already recognized 
by Mour in 1916. In this early prophase maneuver therefore, it is not 
the kinetochore that is instrumental in chromosome movement, and 
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indeed, the bouquet is formed irrespective of whether the chromosome 
be provided with a localized or with a diffuse kinetochore. 

It would therefore introduce no new concept to suggest that the 
rapport between chromosome ends and center that is manifested at the 
time of bouquet formation is expressed once more at a later period — 
between pre-metaphase and telophase. At that time there is no question 
that the kinetochore is the dominant agent in the movement of the 
chromosome, but it is conceivable that in holokinetic chromosomes an 
independent end activity is, for reasons yet unknown, especially strongly 
expressed. 

That special properties are inherent in chromosome ends is of course 
also recognized in the concept of the telomere. But in the present case 
such a specific organelle is apparently not involved, since chromosome 
fragments may show the same terminal activity as do unbroken chromo- 
somes. The evidence on this point is not as complete as could be wished. 
In Steatococcus (HUGHES-SCHRADER and Ris 1941) some poleward bend- 
ing of the ends is apparent in the larger fragments but in this species 
the end reaction is limited to late anaphase when crowding of chromo- 
somes and rotation of the spindle make precise observation difficult. 
In Haematopinus (BAYREUTHER 1955) fragments seem to show the end 
reaction, but the small size of the chromosomes makes a demonstration 
uncertain. ZJ'ityus chromosomes, adequate in size and with a maximum 
expression of the terminal activity, should provide critical evidence, 
and RHoaDEs and Kerr (1949) do indeed report that in a large number 
of cases fragments evince the same exaggerated end activity as do 
unbroken chromosomes. P1za (1958), on the other hand, holds that 
this is not always true in fragments of spontaneous origin. All these 
observations have, however, been made on meiotic chromosomes, which 
in Tityus show a high frequency of anomalies — as for instance the 
suppression of kinetochore activity in asynaptic regions or chromosomes 
(Piza 1944, 1949). A critical cytological analysis of pre-metaphase, 
metaphase and anaphase behavior of chromosome fragments in somatic 
or gonial mitosis of Tityus is therefore greatly to be desired. It should 
not only clarify this question but might also help to discriminate be- 
tween a diffuse and a multiple kinetochore in this uniquely interest- 
ing genus. 

IV. Kinetochore structure 

What structural differentiation underlies the diffuse kinetochore is 
unknown — and although the localized type would seem more open to 
analysis — the relation of its structure to kinetic function remains 
obscure. Recent work, especially Lima-DE-FaR14’s (review, 1958) analy- 
ses of prophase chromosomes, portrays the localized kinetochore as a 











347 





The kinetochore of the Hemiptera 


restricted region of the chromonema embracing one to several pairs of 
specialized chromomeres, but the structural basis of this specialization 
lies beyond the light microscope level. 

Some earlier observations are, however, suggestive and may be 
useful in the eventual analysis. Thus it has been shown that the single 
chromosomal spindle fiber originating from a localized kinetochore com- 
prises a number of very fine fibrillae (ScHRADER 1932 and 1935), as 
was already shown in the drawings of MorTiEerR (1903) many years ago. 
This suggests that the kinetochore. primarily responsible for the organi- 
zation of the chromosomal fiber, is itself a complex of smaller functional 
units below the chromomere level of magnitude, each of which is im- 
plicated in the formation of one of the fine fibrillae just mentioned. In 
the localized kinetochore these smaller kinetic units form an aggregate 
restricted to a short region of the chromosome. But-in the diffuse 
kinetochore they are not thus concentrated and appear to be distributed 
along the entire length of the chromosome. Accordingly the fine fibrillae, 
which are closely bunched when formed by a localized kinetochore, are 
spread out in the form of a thin sheet which under optimal conditions 
of observation shows its fibrillar construction. 

A differential distribution of similar submicroscopic kinetic elements, 
rather than a difference in their relative number would thus distinguish 
diffuse and localized kinetochores. The multiple or polykinetic condition 
should not, from this point of view, be equated with the diffuse kineto- 
chore of the holokinetic chromosome. For on the basis of present knowl- 
edge the former terms should be restricted to multiple or ‘‘sammel” 
chromosomes originating in the fusion of smaller ones each equipped 
with a localized kinetochore — as exemplified in Ascaris. 

A radically different approach to the question of the structural 
relationships of kinetochore types is suggested by variants within both 
the diffuse and the localized categories. Of these we have discussed 
above the suppression of kinetochore activity in particular regions of 
holokinetic chromosomes, as seen during meiosis in certain Hemiptera. 
The converse phenomenon — the acquisition of kinetic properties by 
chromosome regions ordinarily devoid of them — is represented by the 
secondary kinetochores now known in a variety of plants (RHOADES 
and VILKOMERSON 1942; ZoHary 1955; inter alia). Basically similar is 
the variable activation, in meiocytes of the moss Pleurozium (VAARAMA 
1954), of several different kinetic zones, only one of which functions 
in somatic mitosis. Significant is the limitation to meiosis of all these 
phenomena; for the suppression or activation of kinetic function in 
specific chromosome loci must here be induced by some property of 
the immediate cell environment provided by the meiocyte. The possi- 
bility should therefore be kept in mind that all chromosomes are basic- 
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ally holokinetic, and that a linear differentiation involving physiological 
inhibition and activation — a differentiation variously stabilized in the 
evolution of different groups — determines kinetochore type. 

An opposed interpretation rests on the contrary assumption — that 
the localized kinetochore is the primary source of kinetic activity in all 
cases. A secondary kinetic zone may result when some substance 
originating from the localized kinetochore is transferred to another part 
of the chromosome which is then also capable of organizing chromo- 
somal spindle fibers. Such a view is clearly expressed in several of 
Piza’s papers. Thus, in 1946, he states: “In chromosomes provided 
with a kinetochore at each end, the entire body may become active 
enough to produce chromosomal fibers. This is probably due to a more 
or less uniform distribution and concentration of the active substance 
coming simultaneously from both extremities.”’ This concept, specula- 
tive in Piza’s case, is also inherent in the position taken by RHOADES 
(1952) on the basis of experimental evidence. He demonstrates that in 
the absence of the primary kinetochore in maize chromosomes, the 
secondary kinetochore, has only a limited mitotic activity. The exten- 
sion of this hypothesis to cover the holokinetic chromosome, in which 
the absence of a primary localized kinetochore has been demonstrated, 
seems possible only if the diffuse kinetochore be interpreted as multiple 
or polykinetic — a possibility of which there is as yet no critical evidence. 

Obviously the foregoing considerations are largely speculative. They 
are presented in the hope that a recognition of the diversity of possible 
viewpoints will lead to a diversified attack on the basic problems of 
kinetochore structure and function. For it is evident that a final ana- 
lysis must involve the correlation of data from cytology, cellular physio- 
logy and ultrastructure. 


Summary 
(1) Breakage of chromosomes was induced by X-rays in adult and 
'nymphal males of Euschistus servus, E. tristigmus and Solubea pugnax 
(Pentatomidae; Hemiptera-Heteroptera). 

(2) The diffuse nature of the kinetochore is demonstrated by the 
ability of chromosome fragments to perpetuate themselves mitotically 
through many cell generations of spermatogonia. 

(3) Free fragments, when not immobilized by the effects of radia- 
tion, are also capable of meiotic mitosis. A holokinetic, rather than a 
telomeric, nature is thus demonstrated for the meiotic restriction of 
kinetochore activity to chromosome ends, normal for Heteroptera and 
certain other Hemiptera. 

(4) Simple fragmentation as a factor in the evolution of compound 
sex chromosomes is supported by the observation that fragments of 
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the X chromosome co-orient with the Y in a typical “touch and go” 
pairing. 

(5) The results are discussed with relation to problems of kineto- 
chore structure and mitosis. 
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DIE HAPLOIDIE DER MANNCHEN 
UND DIE ENDOPOLYPLOIDIE IN EINIGEN GEWEBEN 
VON HAPLOTHRIPS (THYSANOPTERA) 
Von 
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A. Einleitung 

Die thelytoke Parthenogenese bei Thysanopteren ist seit HEEGER 
1852 und Jorpan 1888 bekannt (Parthenothrips dracenae). UzEL 
stellte noch 1895 eine ganze Liste von Arten zusamm<n, bei denen damals 
Mannchen tiberhaupt noch nicht gefunden waren. Spater wurden sie 
jedoch auch bei diesen entdeckt (PRIESNER 1928). Auch von Haplo- 
thrips tritici, deren Mannchen PRIgSsNER'noch unbekannt waren, wurden 
sie inzwischen durch BouRNIER (1954) in betrachtlicher Anzahl aufgefun- 
den. Neben der thelytoken (diploiden) tritt bei den Thysanopteren, wie 
bei den Hymenopteren, bei Aleurodinen, Coccinen, gewissen Kafern und 
Dipteren, auch arrhenotoke (haploide) Parthenogenese auf. Sie wurde 
von SHULL 1914 erstmals bei Neoheegeria verbasci nachgewiesen. 

Uber die Cytologie der Parthenogenese dieser Insektenordnung ist 
bisher noch recht wenig bekannt. Erste Angaben tiber den Chromosomen- 
satz stammen von PoMEYROL (1929) und PussarD-RADULESCO (1930). 
A. BourntEr (1956a, b) war der erste, der die Klarung des Chromosomen- 
zyklus der diploiden wie der haploiden Parthenogenese bei einer ganzen 
Reihe von Tubuliferen- und Terebrantenarten versuchte. Hiernach 
finden im ersten Fall zwei normale Reifungsteilungen statt, worauf der 
weibliche Vorkern mit dem zweiten Richtungskérper verschmilzt. 
Weniger geklart erscheint der Chromosomenzyklus bei haploider Par- 
thenogenese. BouRNIER gelang es wegen der geringen Dimensionen und 
der engen Lagerung der Chromosomen in den Aquatorialplatten weder 
in den Spermatogonien noch in somatischen Mitosen die Chromosomen- 
zahl festzustellen. In der Spermatogenese ist die erste Reifungsteilung 
normal, die zweite rudimentar; es wird lediglich ein pyknotischer Korper 
aus dem Kern ausgestoBen, oder aber es degeneriert (Liothrips oleae, 
BouRNIER 1956 b) die eine der Tochterzellen der zweiten Reifungsteilung. 
Aus dem Vergleich der Kerndurchmesser in Geschlechtszellen wie in 
verschiedenen somatischen Geweben schlieBt BouRNIER (1956a), daB 
wahrend der Entwicklung wahrscheinlich eine allgemeine Aufregulierung 


* Mit Unterstiitzung der Deutschen Forschungsgemeinschaft. 
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der mannlichen Zellen zur Diploidie erfolgt. Dieser SchluB wiirde 
bedeuten, daB die Verhaltnisse bei den Thysanopteren in dieser Hinsicht 
anders sind als bei allen iibrigen bisher cytologisch untersuchten haploid- 
parthenogenetischen Insekten, den Tentbrediniden (SANDERSON 1933), 
den Ameisen (LEDoUx 1954, SmitH und PEracock 1956, KRAMER 1958), 
der Honigbiene (MERRIAM und Ris 1954, RisLer 1954), bei Schlupf- 
wespen (GRoscH 1950) und Schildlausen (ScoRaDER und HvuGHEs- 
ScHRADER 1926). Es erschien daher wiinschenswert, diese Frage noch- 
mals aufzugreifen und zu versuchen, durch Chromosomenzahlung und 
KerngréBenmessungen eine Entscheidung herbeizuftihren. Dariiber 
hinaus soll in entsprechender Weise wie bei der Honigbiene (RISLER 1954) 
die endomitotische Polyploidisierung wahrend der Entwicklung unter- 
sucht und geprift werden, ob im Polyploidiegrad das Verhaltnis 1:2 
entsprechend der haploiden Ausgangssituation der Mannchen erhalten 
bleibt (SANDERSON 1933 bei Tenthrediniden, SmirH und Pracock 1956 
bei Ameisen), oder ob das endomitotische Wachstum bei den beiden 
Geschlechtern unterschiedlich ist, wie zwischen den Arbeiterinnen und 
Drohnen der Honigbiene (RIsLER 1954). 

Die Chromosomenzahlungen wurden an Larven von Haplothrips 
statices von H. RisLEr, die Chromozentrenzéhlungen und KerngréBen- 
messungen von E. Kemprer an Imagines von Haplothrips tritici durch- 
gefiihrt. 

Herrn Professor Dr. E.. TrrscHaxk sind wir fiir die Bestimmung des Tiermaterials 
zu groBem Dank verpflichtet. 


B. Material und Technik 


Imagines von Haplothrips tritici KuRDIJ wurden auf Getreidefeldern gesammelt. 
Dabei konnte der Anteil miannlicher Tiere von 20% (BouRNIER 1956a) bestitigt 
werden. Erst- und Zweitlarven von Haplothrips statices (HAL.) Baen. traten an 
Armeria im Botanischen Garten zu Tiibingen auf. Die Tiere wurden nach Carnoy 
fixiert und die 5 dicken Paraffinschnitte mit der Feulgenschen Nuklealreaktion 
. gefaérbt. (Mikroaufnahmen mit dem Photomikroskop von Zeiss, Filmmaterial 
Adox KB 14, Entwickler Rodinal 1:50.) 

Fir die Kernvolumenmessungen konstruierte E. Kemprer eine Einrichtung, 
die es erméglichte, die dritte Achse (Kerntiefe) der mit dem Zeichenspiegel heraus- 
gezeichneten Kerne zu messen. Hierzu wurde der Feintrieb des Mikroskops geeicht 
und seine Umdrehung zwischen den optischen Schnittebenen von Kernanfang 
(oben) und Kernende (unten) als MaB fiir die Schnittiefe verwandt. Auf die Fein- 
triebschraube wurde ein Mefrad aus Kunststoff aufgesetzt, auf dem die Tiefen- 
werte iiber den Zeichenspiegel und einen Zwischenspiegel direkt im Okular abgelesen 
werden konnten. Hierdurch war eine gleichzeitige Beobachtung des Kerns und der 
MeBskala méglich, was der MeBgenauigkeit zugute kam und den Arbeitsgang 
erleichterte. Bei Kernen von unterhalb 3 Kerntiefe wurde die MeBtechnik un- 
brauchbar. Aus der Kerntiefe und zwei aufeinander senkrecht stehenden Achsen der 
mit dem Zeichenspiegel herausgezeichneten Kerne wurde das Ellipsoidvolumen 
berechnet (V =4/3a bc; a, b und c als Halbmesser der gemessenen Achsen). Zur 
Darstellung der MeBergebnisse wurde der Logarithmus der MeBwerte gewiahlt. 
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C. Ergebnisse 
1. Die Chromosomenzahl in Oogonien- und Spermatogonien-Teilungen. 
Die Frage nach der von BourRNIER (1956a) vermuteten allgemeinen Auf- 
regulierung (Diploidisierung) der mannlichen Eier wurde in Oogonien- 
und Spermatogonienteilungen nachuntersucht. 
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Abb. la—d. Aquatorialplatten von Oogonien (a, b) und Spermatogonien (c, d) 
bei Haplothrips statices 

In den Erst- und Zweitlarven! findet man regelmaBig, besonders 
haufig wahrend des zweiten Larvenstadiums, Oogonien- und Spermato- 
gonienteilungen. Auf die histologischen Unterschiede zwischen Ovarien™ 
und Hoden hat BouRNIER (1956a) Kerntliche 
hingewiesen. Abb. 1 zeigt deutlich, 40%. 3 - 35 4 5 678 9 wR 
daB die Oogonien etwa doppelt so 
viele Chromosomen besitzen wie die 
Spermatogonien. Zwar ist es meist 
kaum moglich, sie exakt auszu- 
zihlen, in einigen Prometaphase- 
stadien gelang dies jedoch (Abbil- 
dung lc): sie betrigt n=15. Es J 
handelt sich um meta- bis sub- 
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metazentrische Chromosomen, die 


% 
8 
o—__| 
ee | 
ee | 
ite 
= 
“Ts 
. 
- 
ae 
+0 























durchweg sehr klein sind; das 4% V 7 oe 
1 
groBte ist etwa 1,8 « lang und etwa i ‘ 
0,3 dick. Die Reifungsteilungen P i \ 
‘ 
beginnen erst in der Pronymphe. 0 1 if ! ‘ 
Die méannlichen Urgeschlechts- 7. a ee . 7 
zellen bleiben also haploid. °9 
; Abb. 2. ZellkerngréBe in Ganglien von 
2. Die Ganglienzellen des Zen- Haplothrips tritici 


tralnervensystems. Nach den Unter- 
suchungen von L. GEItLER bleiben bei Gerris lateralis (GEITLER 1937) die 
Ganglienzellkerne diploid. Bei Apis mellifica war die Chromosomenzahl 


_ in den Nervenmutterzellenmitosen der Drohnenlarven haploid, in den- 


jenigen der Arbeiterinnenlarven diploid. 
Anfangs wurden bei Haplothrips tritici die KerngréBen gemessen, um 
entsprechende Unterschiede festzustellen; spater wurde der Versuch 


1 Die Thysanopteren machen zwei Larvenstadien durch und anschlieBend ein 
Pronymphen- und ein Nymphenstadium, ehe sie sich zu Imagines hauten. 
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unternommen, in der Chromozentrenzahl] einen Anhalt fiir die Kern- 
wertigkeit zu finden. In den Kurven der Abb. 2 ist zu sehen, daB das 
Kerngr68enmaximum bei den Mannchen erheblich niedriger liegt als 
bei den Weibchen!. Klar geht der Unterschied in der Kernwertigkeit 
auch aus der Chromozentrenzahl hervor. Bei Haplothrips tritici sind es 


puree; 
i @eei 
oat 
° 
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Abb. 3a u. b. Ganglienzellkerne aus dem Thorax von Haplothrips tritici, a 3,b ¢& 


im mannlichen Ganglienkern etwa neun Elemente (Abb. 3a), im weib- ° 


lichen etwa 18 (Abb. 3b). Dieser Unterschied deutet darauf hin, da8B die 
Ganglienzellkerne der Mannchen haploid, diejenigen der Weibchen diploid 
sind. Ahnliche Unterschiéde in der Chromozentrenzahl wurden auch bei 
Haplothrips _statices gefunden 
(Abb. 4). Ganglienmutterzellenmi- 
tosen (Abb. 5) dieser Art zeigen bei 
den Mannchen annahernd die ha- 
ploide Chromosomenzahl (Abb. 5b). 
Der Unterschied der Chromozen- 
trenzahl in den Ganglienkernen 
macht es méglich, auch dann das 
Geschlecht der geschnittenen Thy- 
sanopterenlarven zu _ bestimmen, 
wenn die Gonaden nicht getroffen 
sind. 

3. Epidermis, Trachenmatrix 
und Hinterdarmepithel. Die imagi- 
Abb. 4a u. b. Ganglienzellkerne aus dem nalen Epidermiskerne sind, wie 
Thorax von Haplothrips statices a, 3, b 9  diejenigen des Tracheensystems 

und des Hinterdarms, derart 
flach, da8 sie einer Bestimmung der Kernwertigkeit durch Volumen- 
messung kaum zuganglich waren. Dagegen konnte in Larven von 
Haplothrips statices die Chromosomenzahl festgestellt werden. Giinstig 
waren vor allem die Mitosen wahrend der Mitosenperiode am Ende 
des 2. Larvenstadiums, die der Pronymphenhautung unmittelbar 
vorangeht. Die Epidermis ist hier relativ dick. Die Epidermiskerne der 
Mannchen sind durchweg haploid, diejenigen der Weibchen diploid. Es 
ist aber anzunehmen, da zumindest bei Weibchen von Haplothrips 
statices auch vereinzelt tetraploide Zellkerne vorkommen. Darauf weisen 





1 Hier wurde wegen der geringen Kerngréfe, die die Bestimmung der Kerntiefe 
nicht zulieB, die Fliche der Kernprojektion als ,,Kernflaiche‘‘ gemessen. 
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Kernbilder hin, wie sie in Abb. 6f wiedergegeben sind. Sie lassen 
erkennen, daB die Epidermiszellen der 3g meist haploid sind. Ferner 
bleiben auch Zellen der Tracheenmatrix haploid. In den ektodermalen 
Teilen des Darmtraktes sind Mitosen nur waihrend der Mitosenpericden 
der Epidermis zu finden. Zwar waren die Verhaltnisse fiir eine Fest- 
stellung der Chromosomenzahl hier wegen des flachen Epithels sehr 
viel ungiinstiger als im Falle der Epidermis; der Vergleich der Spindeln 
und die wenigen einigermaBen ver- 

wendbaren Aquatorialplatten deuten 


jedoch darauf hin, daB auch dort | Soy {yw 
bei den Mannchen die Zellen noch ‘ A ae a TR 5 
haploid sind. bs rig Pe \ ‘ 

In diesen mitotisch wachsenden 2 “~~ . Bierce 
Geweben bleiben demnach minde- Abb. 5a u. b. Aquatorialplatten in 


Nervenmutterzellen von Haplothrips 
stens bis zum Beginn des Pro- statices (Larve), a 3,b 9 
nymphenstadiums die Zellen zumeist 
haploid. Eine Anderung dieses Zustandes ist kaum zu erwarten, da die 
Tiere in den beiden Nymphenstadien nicht oder kaum mehr wachsen. 
4. Fettkérper. Als weiteres Gewebe, in dem regelmaBig Mitosen auf- 
treten, wurde der Fettkérper untersucht. Einer Analyse der Kerngré8en- 
verhaltnisse stand die in den héheren Entwicklungsstadien zunehmend 





Abb. 6a—f. Epidermiszellkerne aus Larven des 2. Stadiums, a—c ¢, d—f 92, 
Haplothrips statices 


unregelmaBige Gestalt der Zellkerne entgegen. Diese werden bei beiden 
Geschlechtern relativ groB. Mitosen findet man wahrend und unmittel- 
bar nach der Hautung. Schon in der ersten Mitosenperiode, wahrend der 
ersten Hautung, sind die Zellkerne bei beiden Geschlechtern gréBtenteils 
polyploid (Abb. 7, zum Vergleich sind Spermatogonien und Oogonien- 
mitosen beigefiigt). Die Auszahlung der Chromosomen ist dadurch 
erschwert, daB diese sich in der Metaphase nicht klar in eine Ebene ein- 
ordnen. Dies gilt vor allem fiir die oktoploiden und 16ploiden Mitosen. 
Die Frage, ob die Mannchen relativ kleinere Kerne, d.h. niedriger 
polyploide Kerne besitzen als die Weibchen, lieB sich nicht eindeutig 
klaren. Die genannten Polyploidiestufen kommen bei beiden vor. Aus- 
reichende Kernmessungen waren aus genannten Griinden nicht méglich. 
Immerhin deuten doch die bei einem MeBversuch gewonnenen Werte 
darauf hin, daB im Fettkérper wie im Mitteldarm und den Malpighi- 
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gefaBen die Polyploidie bei den Weibchen im Durchschnitt um eine 


Stufe héher liegt als bei den Mannchen. 








<2 a ical a 
Abb. 7a—d. 21 zum Vergleich haploide 
(c Spermatogonie) und diploide (d Oogonie) Aquatorialplatte, Haplothrips statices 
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Abb. 8a—d. Zellkerne im Mitteldarmepithel von Haplothrips tritici, a,b 2,¢,d ¢ 
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Abb. 9. ZellkerngréBe im Mitteldarmepithel von Haplothrips tritici 


5. Mitteldarm. Die Zellkerne des imaginalen Mitteldarmepithels wur- 


den bei Haplothrips tritici untersucht. Zwischen den Epithelzellen liegen 
vereinzelt kleine Regenerationskerne (Abb. 8). Sie sind bei den Mannchen 
(Abb. 8b 9, d 3) meist kleiner als bei den Weibchen und enthalten nur 
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etwa die Halfte der Chromozentren. Einzelne Kerne sind jedoch auch 
bei den Mannchen gréBer und méglicherweise diploid (Abb. 8c). Die 
ubrigen Kerne sind polyploid. Die Kurven der Kernvolumina (Abb. 9) 
haben je drei Maxima, die an etwa gleicher Stelle liegen. Bei Mannchen 


ist das erste bei etwa 40—50 y° das 
starkste, bei den Weibchen das fol- 
gende zwischen 80—90 3. Nach der 
Zahl der Chromozentren ist anzu- 
nehmen, daB es sich bei dem ersten 
Maximum um diploide, bei dem 
zweiten um tetraploide Kerne han- 
delt. Das dritte diirfte oktoploiden 
Kernen zuzuordnen sein, obwohl 
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Abb. 10. Zellkerne aus MalpighigefiBen 


von Haplothrips tritici 


zwischen der 2. und 3. GréBenklasse nicht ganz eine Volumenver- 
doppelung vorliegt, wie es zwischen den beiden ersten der Fall ist. Die 
Kurve erstreckt sich bei den Mannchen noch weiter nach links. Zwar 
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vermutlich auch in ihrem 
Polyploidiegrad, bei den 
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6. MalpighigefiéiBe. Ahn- ee: 
lich wie im Mitteldarm 
sind auch die GréBen- 
verhaltnisse in den Mal- 


pighigefaBen. 


Abb. 11. 
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ZellikerngréRe in MalpighigefaBen von 
Haplothrips tritici 


Hier liegen jedoch die Kernvolumenmaxima_hoher. 


Die meist spindelférmigen Kerne enthalten relativ kleine Chromo- 
zentren. Das Chromatin ist im allgemeinen aufgelockert, z. T. fadig 


differenziert (Abb. 10). 





Fast immer ist, wie bei den Kernen des 
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Mitteldarmepithels, ein einziger kleiner Nukleolus vorhanden. Der 
Gr6oBe nach ist bei dem ersten Maximum der Kernvolumina (Abb. 11) 
Tetraploidie anzunehmen, beim zweiten Oktoploidie. Wie im Mittel- 
darm liegt die Masse der Kernvolumina bei den Weibchen eine Kern- 
gr6éBenklasse héher als bei den Mann- 
chen. AuBerdem liegt bei Weibchen 
eine weitere Klasse, jedoch mit nur 
wenigen Kernen, um noch eine Ver- 
doppelungsstufe hodher (16-Ploidie ‘). 
Die Auszihlung der Chromozentren 
war wegen der aufgelockerten Chro- 
matinstruktur (Abb. 11) nicht még- 
Abb. 12. Zellkerne in Oenocyten von lich. Auch in den MalpighigefaBen 
Haplothrips tritici bleibt also im wesentlichen das Kern- 
volumenverhaltnis von 1:2 zwischen 
Mannchen und Weibchen entsprechend der Ausgangswertigkeit 
haploid : diploid bestehen. 
7. Oenocyten. _Etwas abweichend sind die Verhaltnisse in den Oeno- 
cyten von Haplothrips tritici. Meist groBe Zellen mit dichtem Plasma 
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Abb. 13. ZellkerngréBe in Oenocyten von Haplothrips tritici 


liegen wahrend der Larvenentwicklung segmental in Gruppen an den 
Segmentgrenzen. Bei den Imagines lagern sie in Gruppen lateral vom 
Darmtrakt und den Gonaden. Die Kerne (Abb. 12) haben meist gleich- 
maBig Kugel- oder Ellipsoidgestalt und sind daher sehr einfach zu messen. 
Die Chromozentren sind deutlicher als in den MalpighigefaBen. In ihrer 
Gr6Be variieren sie stark. Das ibrige Chromatin erscheint fadig. Stets 








Haploidie der Mannchen und Endopolyploidie von Haplothrips 359 


ist ein gr6Berer Nukleolus vorhanden. Die Kernvolumenmessungen erga- 
ben bei Mannchen fiinf Maxima (Abb. 13), deren erstes den haploiden 
Kernen entsprechen diirfte. Dieses fehlt bei den Weibchen, bei denen nur 
vier Gipfel auftreten. Entgegen den Befunden in anderen Geweben ist 
hier die Zahl der Kerne in den beiden héchstens GréBenklassen, ver- 
mutlich handelt es sich um 16- und 32-ploide Kerne, bei den mannlichen 
Tieren erheblich groBer als bei den Weibchen. 

Die Oenozyten der Mannchen wachsen demnach starker als die- 
jenigen der Weibchen. 


D. Besprechung der Ergebnisse 

Die Ergebnisse der Untersuchung der Gonaden, des Gehirns und der 
Epidermis zeigen eindeutig, daB in der Ontogenese der Mannchen keine 
allgemeine Diploidisierung bzw. Aufregulierung erfolgt. Die Verhalt- 
nisse fiigen sich also gut in das Bild ein, welches man bei Hymenopteren 
und Schildlausen gewonnen hat. BourntErRs (1956a) gegenteilige Auf- 
fassung griindet sich auf einem Vergleich des Zellkerndurchmessers 
einiger Zellen in Gonaden und anderen Geweben. Derartige GréBen- 
vergleiche sind jedoch nur bei statistischer Auswertung einer gréBeren 
Anzahl von MeBwerten zuverlassig, um so mehr, als es sich um auBer- 
ordentlich kleine Zellkerne_handelt. Gerade dieser Umstand bereitete 
BournikEr groBe Schwierigkeiten, war es ihm doch nicht méglich, in den 
sehr dicht gelagerten, kleinen Aquatorialplatten von somatischen Zellen, 
Spermatogonien, Spermatocyten u.a. die Chromosomenzahl festzu- 
stellen. Lediglich die Reduktionsteilung im Ei war einer diesbeziig- 
lichen Analyse einigermaBen zuginglich. Die vorliegende Arbeit zeigt 
demgegeniiber, daB bei geeigneter Technik der Chromosomensatz durch- 
aus bestimmbar ist. Mindestens aber ist der Unterschied der Chromo- 
somenzahlen zwischen mannlichen und weiblichen Mitosen sehr deutlich. 

Auf den geringen Dimensionen beruht es sicher auch, daB die Chro- 
mosomensitze verschiedener Thysanopterenarten von den drei bisherigen 
Bearbeitern Pompyrot (1929), Pussarp-RapuULESco (1930) und Bour- 
NIER (1956a) zum Teil voneinander abweichen. In der folgenden Liste 
sind die bisherigen Angaben zusammengestellt : 


Terebrantia: Heliothrips haemorrhoidalis n=16 PoMEYROL 
Heliothrips haemorrhoidalis n = 26—28 PussarD-RADULESCO 
Heliothrips haemorrhoidalis n = 21 BouRNIER 
Parthenothrips dracenae n = 15 PussarD-RADULESCO 
Aptinothrips rufua n=50—53 PussarD-RADULESCO 
Sericothrips staphilinus n=14 BouRNIER 
Limnothrips dentricornis n= 19 BoURNIER 
Taeniothrips inconsequens n= 18—20 PussarD-RADULESCO 
Taeniothrips inconsequens n = 16 BOURNIER 
Taeniothrips simplex n= 10 BouRNIER 


Chromosoma (Berl.), Bd. 12 24 
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Tubulifera: Neoheegeria verbasci n = 12 BouURNIER 
Haplothrips tritici n= 10 BoURNIER 
Haplothrips statices n = 15 Rister u. KEMPTER 


Die Frage, ob in Geweben mit endomitotischem Wachstum das Ver- 
‘haltnis 1:2 im Polyploidiegrad zwischen $3 und 9° erhalten bleibt, 
kann fiir den Mitteldarm und die MalpighigefaBe bejaht werden, weniger 
eindeutig auch fiir den Fettkérper. Die Oenocyten wachsen dagegen 
mindestens zum Teil bei den Mannchen starker als bei den Weibchen. 
Eine solche Abweichung vom Haplo-Diploid-Verhaltnis wahrend der 
Larvenentwicklung zeigte sich auch zwischen Drohnen und Arbeiterinnen 
der Honigbiene (RIsLER 1954). Das starkere Wachstum der Oenocyten 
bei den Mannchen erscheint auch deshalb von besonderem Interesse, weil 
es eine spezifische Zellfunktion andeutet; in dieser Hinsicht ist bisher 
noch sehr wenig tiber diese Zellen bekannt. 


Zusammenfassung 


Die Spermatogonien sind haploid, die Oogonien diploid, die Chromo- 
somenzahl betrigt bei Haplothrips statices n=15. Die Ganglienzellen 
und die Nervenmutterzellen sind bei Mannchen haploid, bei Weibchen 
diploid. 

Haploid sind bei den Mannchen auch die Zellen der Epidermis, der 
Tracheenmatrix und des Hinterdarmepithels mindestens bis zur Pro- 
nymphe. 

Es findet demnach wahrend der Entwicklung der 33 von Haplo- 
thrips keine allgemeine Aufregulierung (Diploidisierung) der Zellen statt. 

Fettkérper, Mitteldarmepithel, MalpighigefaBe und Oenocyten wer- 
den polyploid bis zu 32”. Dabei teilen sich im Fettkérper mindestens 
noch die 16-ploiden Zellkerne. Wahrend im Mitteldarmepithel, den 
MalpighigeféBen und vermutlich auch im Fettkérper das Verhaltnis der 
Polyploidie von 1:2 entsprechend der haploiden Ausgangsbasis der 
mannlichen Zellen erhalten bleibt, wachst die Mehrzal der Oenocyten bei 
den Mannchen stiarker als bei den Weibchen. 
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The complex behavior pattern of individual sex chromosomes in ' 


germ and somatic cells of both sexes has been summarized for Rattus 
norvegicus, using observations made in several previous studies (OHNO 
et al. 1958, 1959b, 1960b, 1961; OHNO and Maxtno 1961). An almost 
identical behavior pattern had been noted in Mus musculus, Didelphis 
virginiana, and man (OHNO ef al. 1959a; OHNO and HauscuKa 1960; 
OxNo ef al. 1960a; OHNO and Makino 1961; OnNo e¢ al. in press). These 
findings suggested that the heterochromatic nature and ambivalent 
behavior might be features common to sex chromosomes of most mam- 
mals. To test this hypothesis, comprehensive studies were extended 
to the golden hamster, Mesocricetus auratus, a species in which the 
X is by far the largest element in the complement, permitting positive 
identification (MattHEY 1951, 1953; Hustep et al. 1945; Awa e¢ al. 
1959). 
Material and Methods 

All golden hamsters were of the sterling stock of pure golden coat color estab- 
lished by Bezanson’s Hamstery, Temple City, California. 

Somatic mitosis of both sexes was studied in fetal liver at the thirteenth day 
of gestation, and in adult bone marrow. In females, ovarian follicular cells were 
observed in newborns and adults. Spermatogonial mitosis and first and second 
meiosis were studied in testes of four-month-old males. Odgonial mitotic figures 
were obtained from the gonads of female fetuses in the thirteenth day of gestation. 
Pachytene and diplotene figures of odcytes were recovered from ovaries of three 
and four-day-old females. All cytological preparations were made in accordance 
with procedures previously described (OHNO et al. 1958, 1960b). 


Observations 
A. Somaiic mitosis 
Serial alignments of the 44 chromosomes obtained from a male 
bone marrow cell and a female ovarian follicular cell are shown in Fig. 1. 
The male X as well as one of the two female X’s were always divided 
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by a submedially-located kinetochore into two arms of unequal length, 
with an arm ratio varying from 1.5 to 1.2. The other female X persist- 
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(a) from a male bone marrow cell and 
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(b) from an ovarian follicular cell of the female. (2000 x ) 
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Fig. 1a and b. Serial alignments of diploid sets of somatic metaphase chromosomes; 


a 
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ently demonstrated a different morphology; both arms were exactly 
equal in length (Fig. 1b). 
Chromosoma (Ber!.), Bd. 12 24a 
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The conspicuous heteromorphism of the X-pair, seen in most female 
metaphase figures examined, apparently resulted from their difference 
in behavior during the preceding stages of the mitotic cycle, interphase 
-and prophase (Fig. 2b). 





Fig. 2a and b. a Somatic prophase figure from a fetal liver cell of the male. b Somatic 
prophase figure from a fetal liver cell of the female. The arrow points to the positively 
heteropycnotic X. (2000 x) 


In males, a great deal of uncertainty is involved in identifying the 
Y at somatic metaphase. The male complement contains 11 acrocentric 
chromosomes, as opposed to 10 in the female. Of these, the two smallest 
acrocentrics which comprise the twenty-first pair are easily identified. 
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The remaining nine in the male and eight in the female are so similar 
in size that positive identification of the Y by size alone is impossible. 
However, since one male acrocentric often appeared more condensed 
than the others, it was singled out as the Y (Fig. la). 

At somatic prophase of the male, not a single chromosome demon- 
strated positive heteropycnosis along its entire length (Fig. 2a). Thus it 
appeared that in this species, as in Rattus norvegicus and Mus musculus, 
neither the X nor the Y condenses precociously, although the chromosome 
thought to be the Y often appeared more condensed than the others at 
metaphase. In man and Didelphis virginiana, however, the Y persistently 


_forms an interphase chromocenter in male somatic cells. 


In females, each prophase nucleus contained one enormous chromo- 
some distinct from the rest because of advanced condensation and 
heavier staining (Fig. 2b). Obviously in this species too, one of the 
two X’s in somatic cells forms the interphase chromocenter known as 
the Barr sex chromatin body (BARR and BERTRAM 1949). 


B. Spermatogonial mitosis and male meiosis 

In prophase figures of spermatogonia, the positively heteropyenotic 
condition of the Y was quite obvious, while the X always remained 
isopycnotic to the euchromatic regions of the autosomes. During the 
very early stages of first meiotic prophase, both the X and the Y became 
positively heteropycnotic and existed as separate entities at the peri- 
phery of the nucleus up to leptotene. At the onset of zygotene, the two 
were brought together and became embedded within a sex vesicle. 
A pachytene figure illustrated in Fig. 3a clearly shows the positively 
heteropycnotic XY-bivalent within the sex vesicle. 

At subsequent diplotene, the X and the Y again became individually 
identifiable, and were invariably held together end-to-end by a ter- 
minal chiasma. Positive heteropyenosis of the XY-bivalent was still 
pronounced (Fig. 4). 

During diakinesis and first metaphase, the degree of condensation 
of the autosomal bivalents parallels that of the XY-bivalent. At first 
meiotic metaphase, the force of the kinetochores of the X and Y pulling 
toward opposite poles seems to stretch the regions adjacent to the terminal 
chiasma. Thus, the distal third of this arm of the X as well as the entire 
length of the Y appeared very slender (Fig. 5). This phenomenon, 
described by Hustep ef al. (1945) and Marruey (1951, 1953), suggests 
that the end-to-end association is made not at the kinetochore end but 
at the distal end of the acrocentric Y. 

Observations made on two daughter nuclei in interkinesis, second 
prophase, and metaphase, further revealed that the segregation of the 
X from the Y was, in every instance, prereductional. 
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C. Odgonial. mitosis and female meiosis 


Prophase nuclei of odgonia recovered from fetuses in the thirteenth 
day of gestation contained no large heteropycnotic chromosome. 





2x b 


Fig. 3a and b. a Pachytene figure of a spermatocyte in the adult testis, showing the 
positively heteropycnotic XY-bivalent. b Pachytene figure recovered from an ovary 
of a three-day-old female, with an isopycnotic XX-bivalent. (2000 x) 


Apparently, both X-chromosomes remained isopycnotic to the auto- 
somes. 

In Rattus norvegicus, all the odcytes in the ovary of one-day-old 
newborns were in pachytene simultaneously. Similarly, abundant 
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pachytene figures of odcytes were recovered from three-day-old females 
of Mesocricetus auratus. Since the X X-bivalent was the largest, it was 





Fig. 4. Diplotene figure of a spermatocyte in which the positively heteropycnotic 
X and Y are in end-to-end association. (2000 x) 
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Fig. 5. First meiotic metaphase figure of a spermatocyte, with an arrow indicating 
the X¥Y-bivalent. (2000 x) 






easily discernible; and, in contrast to the XY-bivalent of males in the 
carresponding stage, showed no sign of being precociously condensed. 
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Instead, it demonstrated the banding pattern similar to that exhibited 
by the autosomal bivalents in the same nucleus (Fig. 3b). 

Diplotene figures of odcytes recovered from four-day-old females 
further revealed unrestricted formation of chiasmata between the two 
X-chromosomes. Hustep ef al. (1945) described chiasma formation 
only between the short arms of the two X’s. As their observations 
were made on ovaries of sexually-mature females, however, they prob- 
ably encountered diakinesis figures only, where terminalization of 
chiasmata might have already taken place. 


Discussion 

Inasmuch as the present study on Mesocricetus auratus reveals a 
behavior pattern of individual sex chromosomes identical with that 
previously found in Rattus norvegicus, Mus musculus, Didelphis virginiana, 
and man, the heterochromatic nature and ambivalent behavior may be 
regarded as common characteristics of mammalian sex chromosomes. 

The behavioral difference between the sex bivalents of the hetero- 
gametic and homogametic sexes can be clarified by a close look at the 
evolutionary pattern of sex chromosomes. Their ambivalent behavior 
has been considered a consequence of phylogenic development, while 
the functional status of X-chromosomes in somatic cells has been 
related to the ontogenic development of sex. WirTscui has thoroughly 
reviewed the evolution of sex-determining mechanisms in vertebrates 
(1956, 1959). 

Although the XY—XX as well as the ZZ—ZW type of genetic 
sex-determining mechanism operates in fishes (AtDA 1921, WINGE 1922), 
the difference in sex-determining capacity between the X and Y, or 
Z and W, is quite small. This is true in amphibians as well. In fishes, 
the Y-chromosome is often so similar to the X that 2A—YY individuals 
may develop into normal males (Yamamoto 1955). In amphibians, 
Humpueey (1948) found fully viable 2A—WW individuals in Ambystoma 
and even induced reversal of this genetic type into male. Most cyto- 
logical observations made on fishes and amphibians emphasize the gen- 
erally undifferentiated state of their sex chromosomes. For the most 
part, there is no morphological distinction between the X and Y, or 
Z and W, of these two classes (Nogusa 1960). Furthermore, in recent 
comprehensive studies of nine species of reptiles, VAN BRINK (1959) 
has found that no morphological difference between male and female 
chromosome complements can be determined. 

The X and the Y of mammals probably evolved by gradual differ- 
entiation from a homologous pair of chromosomes. To achieve this 
differentiation, one of the pair must accumulate the factors governing 
development of one sex, while the other must either accumulate factors 
governing development of the opposite sex, or become inert in a sex- 
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determining capacity. This can be accomplished only if crossing-over 
between the two is prevented throughout the entire course of phylogeny. 
It is likely that this vital isolation has been implemented by precocious 
condensation of the sex pair during synaptic stages of meiosis, which 
precludes the formation of chiasmata between the two bodies, thus 
restricting crossing-over. 

If heterochromatization of the sex pair occurred before size differ- 
entiation, the sex pair should be recognizable by virtue of the charac- 
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Fig. 6. A schematic presentation of the evolutionary pathway followed by a homologous 

pair of chromosomes differentiating into sex chromosomes. In the dotted areas, factors 

accumulated which governed development of the homogametic sex; in the black areas, 
factors governing heterogametic sex development 


teristic condensation and subsequent end-to-end configuration in first 
meiotic nuclei of the heterogametic sex of some species of fishes, am- 
phibians, and reptiles. Indeed, observations made by Noeusa (1951, 
1955, 1957), Maxrno (1952), Wirscni (1921), and Yosrpa (1957) are 
in conformity with this hypothesis. 

In the heterogametic sex, rigid restriction of crossing-over has been 
essential to the differentiation of a homologous pair of chromosomes 
into the X and Y, or to the Z and W. However, in the homogametic 
sex, free exchange of genetic materials between two homologues, each 
to become an X or a Z, is not only permissible but desirable. This 
may be why that even after completion of heterochromatization 
of the sex chromosomes, the sex bivalent of the homogametic sex 
still behaves the same as the autosomal bivalents, showing no sign 
of precocious condensation. The heterochromatic evolution of verte- 
brate sex chromosonies is schematically presented in Fig. 6. 
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If the behavioral difference between the XY and XX-bivalents 
during meiosis is the consequence of the phylogenic differentiation of 
a homologous pair of chromosomes into the female-determining X and 
the male-determining Y, the characteristic behavior pattern of individual 


sex chromosomes in mammalian somatic cells must bear some sig- 
nificant relationship to ontogenic sexual differentiation. 
Sex reversal experiments 
Normal male D) AyxX : 
Wirtscuti 1955, 1956) and birds 
(MILLER 1938) have shown that 
regardless of their sex chromo- 
DAY XKX germ cells are capable of 
developing into spermatogonia 
») Ay XKKX as well as odgonia. Those which 
‘S migrate to the medulla of in- 
2A X 
develop into spermatogonia; 
those which migrate to the 
cortex, odgonia. At later stages 


on amphibians (CHANG and 
some constitutions, primordial 
different gonads _ eventually 


Normal female D) A XXX of embryonic development, 
either the medulla or the cortex 


Fig. 7. This chart is based on information 
accumulated on the behavior pattern of sex 
chromosomes in somatic cells of humans with 


predominates; thus the gonad 
becomes a testis or an ovary 





rin Sorcha wncrekereermonn (CHANG and Wrrscur 1956). 
made of euchromatin are shown in outline. Sex The internal milieu which 
chromosomes which form interphase chromo- ; ape 
centers are drawn solid black. In man, the Y determines the differentiation 
more male oma cole ghows postive of gonads may be furnished 

XXXY, and XXXXY cells is unknown by somatic elements: follicular 

cells of the. cortex and inter- 
stitial cells of the medulla. The functional status of individual sex 
chromosomes in somatic cells might then be of prime importance in 
the determination of sex. 

The positively heteropycnotic condition of chromosomes may be 
associated with inertness in genic function. Since chromosomes exert 
their genic influence during interphase, those forming chromocenters 
at that stage may indeed exert less genetic influence. If positive hetero- 
pycnosis can be equated with functional inertness, then one of the 
two X’s of the female may be quiescent in genic expression; thus the 
balance between maleness and femaleness of mammals may be more 
‘precarious than a glance at the XY—XX formula suggests. 

Recent developments in the field of human cytogenetics have un- 
covered valuable information on behavioral patterns of X-chromo- 
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somes in individuals with various abnormal sex chromosome constitu- 
tions. It appears that the presence of two sets of autosomes (2A) 
requires one X-chromosome in the same nucleus to behave as though 
made of euchromatin. As shown in Fig. 7, any number of X-chromo- 
somes additional to the 2A—X formula are allowed to manifest the 
positive heteropycnosis inherent in their heterochromatic nature (BARR 
and Carr 1960). 

The sex-determining mechanism of mammals appears to include a 
sort of built-in buffer system which operates by nullifying the effect 
of extra X-chromosomes added to the basic formula of 2A—X. This 
may explain why some individuals with the XO or XXX constitution 
are fertile females. It may also explain why the degree of intersexuality 
exhibited by an individual with an XXXY or even an XXXXY-con- 
stitution is no more severe than that of someone with an XXY-con- 
stitution. 

Summary 

1. The X-chromosome of Mesocricetus auratus, being the largest 
element in the complement, is readily identifiable at various stages 
of mitosis as well as meiosis. 

2. The behavior pattern of individual sex chromosomes in germ 
and somatic cells of both sexes presently revealed in this species is 
identical with that previously observed in Rattus norvegicus, Mus 
musculus, Didelphis virginiana, and man. Thus, the ambivalent behavior 
of heterochromatic sex chromosomes may be regarded as a common 
characteristic of mammals. 

3. The behavioral difference between the XY and XX-bivalents 
during meiosis may be regarded as a phylogenic consequence. A homo- 
logous pair of chromosomes of primitive vertebrates separately acquiring 
opposing sex-determining factors differentiated into the X and Y- 
chromosomes of mammals. In the heterogametic male sex, this phylo- 
genic modification depended on the condensation of the sex bivalent 
during meiotic synapsis, which precluded crossing-over between the 
X and the Y. In the homogametic female sex, there is no suppression 
of genetic recombination during meiosis. 

4. In somatic cells, the presence of two sets of autosomes (2A) 
appears to require one X-chromosome in the same nucleus to behave 
as though made of euchromatin. Any number of X-chromosomes 
additional to the 2 A-X formula are allowed to form interphase chromo- 
centers. Since somatic cells, particularly those directly concerned with 
endocrine activities, appear to mold ontogenic sexual development, 
the fact that only one X in somatic cells exerts its genic influence fully, 
despite the sex chromosome constitution, may relate directly to the 
sex-determining mechanism of mammals. 
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When trying to interpret the events occurring during the division 
cycle of the cell, it is desirable to know as far as possible all the factors 
influencing the behaviour of the spindle and the chromosomes. Although 
the nature and origin of many such factors are at present difficult to 
explain, a knowledge of their very existence may contribute to a better 
understanding of the cell division process. The aim of these notes is to 
contribute to this knowledge by describing and discussing some insuffi- 
ciently known or new facts. 

Material and methods 


In the course of more general studies, our attention was drawn to snails as 
material for studies of meiosis in vitro. One of us had used cells from the hermaphro- 
dite gland of Cepaea for observations of multipolar cell divisions (BasER 1954), and 
we found this material suitable also for studies of earlier stages. Cepaea nemoralis L., 
the species used, has 28 bivalents. 

Cells from the hermaphrodite gland of adult specimens were prepared on cover 
slips and observed in a tiny hanging drop without artificial medium. The method 
is very simple, but considerable practice is necessary for good preparations. 

For direct observation and cine-work, heat filter (CuSO,, 20% solution) and 
interference filter (mercury green) were used in connection with a mercury arc 
(General Electric AH 4). The optical equipment consisted of a 90x oil imm. phase 
contrast lens and 5x, 7x, 10x and 15x eyepieces. For recording 16 mm film was 
used with different rating, ranging from 1 to 8 per min. 


Results and discussion 

The studies were undertaken in order to compare certain parts of 
prophase of the first meiotic division with the corresponding stages of 
endosperm mitosis in plants studied extensively before (BAJER 1957; 
1958a, b; BaseR and Moxk-Baser 1956). Although essential differ- 
ences between plants and animals at cell division are not assumed 
to exist (OsTERGREN et al. 1960), animal cells might behave differ- 
. ently from plant cells because of the presence of centrioles, which might 
influence and modify the formation and behaviour of the spindle. The 
existence in cells from higher plants of a structure strictly corresponding 
to the centrioles of animals is doubtful. 








Meiosis in Cepaea nemoralis 375 


In Cepaea nemoralis, spindles and asters were distinctly visible in 
many cells of the first meiotic division, a fact which has facilitated the 
comparison. We were able to state some important similarities between 
the two kinds of cells occurring during and before the disappearance of 
the nuclear membrane. 


Size changes of the nucleus 
Contrary to plant endosperm cells, the nuclei during later stages of 
prophase of snail spermiocytes change their shape and position rather 
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Fig. 1. lst meiotic division in spermiocytes in two cells. The projected areas ofthe nuclei 
or (after the disappearance of the nuclear membrane) the areas occupied by the chromosomes 
were plotted against time. Measurements were made at 4 minutes interval. Because of the 
rapid change of the shape and position of the nucleus, adjacent measurements often differ 
considerably. The continuous lines (thick and thin) represent the most probable course of 
events. There is an increase in area before the disappearance of the nuclear membrane (arrow, 
D.N.M.), and then a sudden decrease of area, and again a slow increase before the start ~ 

of anaphase (A, indicates start of anaphase in cell b) 


quickly. When the projection areas of such nuclei are plotted against 
time on a graph (Fig. 1), one gets a false impression of great errors in 
measurements. In reality this is due to a change of shape and an up and 
down movement of the nucleus within the cell. This means that it is not 
a change of volume, but a change of the position of the optical plane 
which is observed. Thus, the continuous smoth line on the graph repre- 
sents the most probable course of events. 

The curve representing the change of area of the nucleus (which is 
directly related to nuclear volume) indicates a decrease in nuclear volume 
during formation of the spindle at the 1—2 hour period before the 
disappearance of the nuclear membrane. Shortly before the breaking 
of the membrane an increase of volume is observed. Within less than 
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4 minutes after the disappearance of the nuclear membrane, there is a 
rapid condensation of the space occupied by the chromosomes (Fig. 1). 

The change of volume of the nucleus during the progressive formation 
of the spindle in meiosis of Cepaea, as in mitosis of plants, is of great 
interest. It has been suggested (BAJER 1957) that the changes of volume 
might be the result of the migration of some substances from the nucleus 
into the cytoplasm. These substances might initiate or stimulate the 
formation of the part of the spindle which is of cytoplasmatic origin. 
This supposition has gained support from interference microscopic 
studies of the changes of chromosome mass at mitosis (BAJER and 
RicHarps 1961). It was shown that the chromosome mass decreases 
during prophase simultaneously with a decrease of the volume of the 
nucleus. This indicates that some substances might be released from the 
chromosomes and pass into the cytoplasm. The decrease of the nuclear 
volume is of the same order in both cases, 5—10% at plant mitosis, and 
5—12% in snail meiosis. Probably, therefore, the same events happen 
in both kinds of cells. 

The above mentioned increase of nuclear volume just before dis- 
appearance of the nuclear membrane has been reported from plant 
mitoses as well (BAJER 1958 a). In snail meiosis it is even more pronounced 
(Fig. 1). In plants the enlargement of the nucleus might be partly due 
to the straightening of the chromosome arms, partly to an interaction 
between the nuclear sap and the clear zone. 

The clear zone (BasER and Moii-BagEr 1956) is an area around the nucleus 
formed during prophase. After disappearance of the nuclear membrane it mixes 
with the nuclear sap and forms the prometaphase spindle. 

The last explanation is probably valid.in snails, because the chromo- 
somes are too small to cause expansion of the nucleus. 


Movements within the cell 


1. Chromosome movements. The stage of cell division when the chro- 
mosomes suddenly aggregate at the space which is the central part of the 
future spindle has been called the contraction stage (BAJER and Mo.b- 
BaJER 1956) and has been analysed in detail in plant endosperm cells. 

The same has been observed in a number of time-lapse films of animal 
mitosis, especially in mammalian cells in tissue culture, mostly with 
small chromosomes. However, this stage has not so far been analysed 
in animal material. 

At the first meiotic division of Cepaea, the space occupied by the 
chromosomes condenses abruptly at the contraction stage and expands 
again gradually during prometaphase (Fig. 1). 

It was suggested (BaJER and MoLh-BaJer 1956) that the degree and 
extent of aggregation might depend chiefly on the difference in viscosity 
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between nuclear sap and the substance around the nucleus. Probably the 
viscosity of the nuclear sap is much lower at meiosis than at mitosis, 
when compared with the viscosity of the surrounding cytoplasm. 

In the case of Cepaea a low viscosity of the meiotic nuclear sap is. 
definitely indicated by the behaviour of the prophase chromosomes, 
a behaviour which is most interesting. In the prophase spermiocyte 
nuclei, the bivalents move randomly in all directions, simultaneously 
with the changes in shape of the nucleus. This continues from diakinesis 
until the disappearance of the nuclear membrane. Some bivalents move 
across the nucleus, others move adjacent to its membrane. The paths of 
movements are very complicated (loops, zigzags etc.) and are extremely 
difficult to represent graphically, because the bivalents move up and 
down, whereby they often but not always change their shape. Maximum 
speed measured was about 3 y/min. in prophase. In anaphase maximum 
speed was 1—1.5 u/min. The movement in prophase was very irregular. 
The changes in shape are more pronounced in earlier stages than later. 
No special points, such as kinetochores or other organells, seem to guide 
the chromosome movements; and no signs of pulling have been observed. 

The interesting question arises whether the same type of chromosome 
movements takes place at stages earlier than diakinesis, at the time of 
chromosome pairing. We are not able at present to give a final answer 
to this question. However, some observations on cells in earlier stages 
(leptotene) indicate that movements of this type exist also here. 

These chromosome movements at early meiotic prophase are prob- 
ably facilitated by a low viscosity of the nuclear sap. One could suppose 
that they might be essential at chromosome pairing. 

2. Cytoplasmic movements. Unfortunately, on the basis of the present 
studies, we are not able to answer the question: What is the mechanism 
of these chromosome movements? There are two possibilities. (1) The 
chromosomes move autonomously. (2) The chromosomes move as a con- 
sequence of the changes of the shape of the nucleus. The second possi- 
bility seems to be the more probable one at least at early stages. If this 
explanation of the chromosome movements is taken for granted, the 
reason why the nucleus changes its shape in such a vigorous way remains 
unclear. We are inclined to suppose that this is caused by the cytoplasmic 
activity. 

Irregular movements of the cytoplasm around the nucleus are well 
discernible at the time of chromosome movements in early prophase and 
later on. They are especially vigorous and become more regular after 
the disappearance of the nuclear membrane, i.e. during prometaphase 
and metaphase. Generally, the cytoplasmic movements stop at the be- 
ginning of anaphase. Sometimes, however, they continue during anaphase 
but are less vigorous then. 
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Cytoplasmic movements are probably responsible for the rocking of 
the whole prometaphase spindle with asters. In flattened cells the whole 
unit pendulates in one plane if the spindle is a large one, or in different 
planes if the spindle is smaller. Other explanations are also possible, for 
example, an activity of the asters might be stimulated in some cases and 
cause these movements. The spindle and asters with adjacent parts of 
the cytoplasm move, while the outer parts of the cytoplasm close to the 
cell membrane are motionless. 
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Fig. 3. Irregular movements of the spindle during the Ist meiotic division. The angle 

between the metaphase plate in side view and an arbitrarily chosen line (edge of the frame) 

is plotted against time. Measurements every 12 seconds. Cfr. the regular movements of the 
plate shown in Fig. 2 


The intensity of the rocking movements varies from cell to cell. In 
most cases it can be observed, though it may be very weak. These move- 
ments, which start shortly after the disappearance of the nuclear mem- 
brane, continue throughout prometaphase and metaphase and stop or 
decrease at anaphase. 

The pronounced regularity of the rocking movement is very striking. 
If the angle between the metaphase plate in side view and an arbitrarily 
chosen line is measured and the values thus obtaines plotted, one gets a 
rather regular periodic graph with periods of about two minutes. The 
duration of the periods may differ slightly but lie within the 2 minute 
range in all cells. These movements are illustrated by Fig. 2. In many 
cells we were not able to detect regular rocking movements. In such cells 
the spindle executed irregular movements, oscillating slightly in different 
directions, or remaining motionless and from time to time executing one 
big oscillation. Movements of this type areillustrated by the graphs Fig.3. 
Fig. 2. Regular rocking movements of the spindle during the Ist meiotic division. The 
angles between the metaphase plate in side view and an arbitrarily chosen line (edge of the 
frame) plotted against time. Measurements every 12 seconds. —— During these movements 
the chromosome plate and the spindle oscillated regularly in one plane, behaving as a unit. 
In this cell the metaphase plate was formed as a result of a fusion of two plates. The cell 


was rather flattened, consequently the spindle could not pendulate in more than one plane. 
The movements decreased considerably before the start of anaphase (4) 
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The cytoplasmic movements in meiotic cells of Cepaea are not as 
regular as those studied in mitosis of slime molds (Kamiya 1959) or the 
pulsations of some other cells, but their high degree of regularity deserves 
further interest. Their frequency and intensity seen in relation to the 
stage of cell division and especially the disappearance of the nuclear 
membrane is in accordance with what McGratxu (1959) found in 
mitotic cells of a grasshopper where the movements, however, were 
quite irregular. 

It is possible that the rocking movements are a continuation of the 
cytoplasmic movements observed in earlier stages. At present, however, 
we are not able to interpret their origin and importance in the meiotic 
cycle. 

Acknowledgement. This work was supported by a grant from the Swedish 
Natural Science Research Council. We would like to express our gratitude to Dr. Av- 
DREY FJELDE for much help during preparation of this paper. 


Summary 

Some aspects of meiosis in spermiocytes of Cepaea nemoralis L. are 
presented. They are based on in vitro studies with the use of time-lapse 
16 mm film recording. The main results are: 

1. The nucleus changes its shape irregularly during diakinesis (and 
probably earlier stages) until the disappearance of the nuclear membrane. 
During this period the prophase bivalents inside the nucleus change their 
position and shape irregularly. Suggestions concerning the importance 
of such movements are made. 

2. In many spermiocyte divisions the spindle oscillates regularly in 
one or several planes. In all cells the periodicity is of more or less the same 
duration, about 2 mins. 

3. The volume of the nucleus diminishes during the 1—2 hour period 
before the disappearance of the nuclear membrane and increases again 
rapidly a few minutes before the nuclear membrane disappears. The 
disappearance of the nuclear membrane is followed by a rapid conden- 
sation of the space occupied by the chromosomes (contraction stage). 
This space increases again during prometaphase. The latter events 
closely resemble those in mitosis of plant endosperm cells. 
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QUANTITATIVE CYTOCHEMISCHE UNTERSUCHUNGEN 
AN NUKLEOLEN AUS SPEICHELDRUSENKERNEN 
VON CHIRONOMUS THUMMI * 

Von 
Lore Voet-K6HNE 
Mit 6 Textabbildungen 
(Eingegangen am 16. Marz 1961) 


A. Einleitung 

Die Bedeutung der Nukleolen fiir den Zellstoffwechsel ist wahrend 
der vergangenen zwei Jahrzehnte von morphologischen, cytochemischen 
und enzymchemischen Gesichtspunkten eingehend diskutiert worden 
(BRACHET 1941, CaspERSSON 1941, 1950, DouncE 1955, VincENT 1955, 
Sricu 1956). Wahrend der letzten Jahre haben die Fortschritte in der 
Isotopenforschung die Méglichkeit gegeben, die Umsatzverhaltnisse der 
Nukleoli direkt zu verfolgen. Im Mittelpunkt des Interesses steht die 
nukleolare RNS, die vor der chromosomalen und cytoplasmatischen RNS 
héheren Einbau und schnellere Uberfiihrung von markierten Vorstufen 
zeigt (BRACHET 1960. McMasteR-Kaye 1960, Prescorr 1960). 

Ein besonders giinstiges Objekt fiir die Untersuchung der Nukleolen- 
frage mit cytochemischen Methoden bieten die polyploiden Speichel- 
driisenkerne einiger Dipteren, in welchen die polytaénen Chromosomen 
und die Nukelolen wahrend der ganzen Entwicklung der Tiere in defi- 
nierter Form vorliegen. Ihre GréBe im Verhaltnis zu den Strukturen 
normaler meiotischer und mitotischer Kerne bietet gute Moglichkeiten 
fiir die Messung nicht nur ganzer Kerne, sondern auch bestimmter 
Chromosomen- oder Nukleolenabschnitte. 

Ultraviolettmikrospektrophotometrische Untersuchungen an Riesen- 
chromosomen von Dipteren wurden bereits von CASPERSSON u. Mitarb. 
(vgl. CaspeRsson 1950) durchgefiihrt. Die optische Inhomogenitat der 
komplizierten chromosomalen Strukturen verlangte jedoch zur Aus- 
wertung der MeBergebnisse die Kenntnis der Trockengewichte der unter- 
suchten Objektabschnitte. Da jetzt die verfeinerten und um ein Viel- 
faches beschleunigten ultramikrospektrophotometrischen Verfahren in 
einem Arbeitsgange mit mikrointerferometrischen Methoden zur Mas- 
senbestimmung kombiniert werden kénnen (CaspeRsson 1956, 1957), 
wurden die cytochemischen Untersuchungen von Riesenchromosomen 
erneut aufgenommen. 


* Mit Unterstiitzung des Schwedischen Medizinischen Forschungsrates, der 
Wallenberg-Stiftung und des U.S. Public Health Service (Grant C-3082). 
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Vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit dem Nukleolus am 4. Spei- 
cheldriisenchromosom von Chironomus thummi. Sein Wachstum, seine 
Entwicklung im Zusammenhang mit der zunehmenden Polytanie des 
Tragerchromosoms und einige seiner stofflichen Eigenschaften wurden 
mit cytochemischen Methoden untersucht. 


B. Material und Methoden 


, Fir die Untersuchungen wurden Larven von Chironomus thummi thummi* 
verwandt, die sich relativ leicht im Labor ziichten lassen und deren gewoéhnlich 
inversionsfreie Speicheldriisenchromosomen einen fiir cytochemische MeBzwecke 
besonders klaren und giinstigen Aufbau besitzen. 

Die Sammelkulturen wurden in groBen Aquarien nach der Methode von 
STRENZKE (1959) gehalten, Versuchstiere sofort nach dem Schliipfen zu je 40 in 
durchliiftete Kulturschalen abpipettiert und unter gleichbleibenden Laborbedin- 
gungen bei 22° C aufgezogen. 

Obwohl fiir die Versuche vorwiegend Geschwistertiere verwendet wurder, 
war die Streuung der individuellen Entwicklung recht groB. Es wurden darum 
fiir jedes Entwicklungsstadium kraftige Larven von vergleichbaren GréBen ge- 
wahlt. 

Die Speicheldriisen wurden nach Abtrennen des Kopfes hinter dem 1. Segment 
herausprapariert, 2—3 min in Aklohol-Eisessig (3:1) fixiert, in 45 %iger Essigsaure 
abgespiilt und sofort auf Quarzobjekttrager in reinem Glyzerin (n = 1,45) einge- 
bettet. Nach Isolierung der Chromosomen wurden die fertigen Praparate mit 
Paraffin umrandet und bis zum Messen im Exsikkator aufbewahrt. 

Um den Grad méglicher Extraktion von nukleirem Material durch die Nach- 
behandlung der fixierten Objekte mit 45%iger Essigsiure zu priifen, wurde fol- 
gender Kontrollversuch durchgefiihrt: Speicheldriisen von Larven des 4. Stadiums 
wurden direkt nach der Fixierung ohne Essigsiure-Zwischenstufe in zweimal ge- 
wechseltes Glyzerin iiberfiihrt und Trockengewicht und UV-Absorption gemessen. 
Die erhaltenen Werte unterschieden sich nicht von denen der Chromosomen, die 
mit der anderen Praparationstechnik isoliert worden waren. Es wurde darum in 
den folgenden Versuchen nicht auf die Essigsiure-Zwischenstufe verzichtet, da sie 
die saubere Freilegung der Chromosomen wesentlich erleichtert. f 

Die Trockengewichtsbestimmung von 4. Chromosomen wurde mit dem Mikro- 
interferometer (SVENSSON 1957) vorgenommen. Der optische Gangunterschied 
zwischen dem Objekt und dem Medium ist proportional dem Gehalt an Trocken- 
substanz der Flacheneinheit: 

=. 
@:-A’ 
wobei M die Masse bezeichnet, ® den optischen Gangunterschied, 4 die MeBflache 
und Y einen Proportionalitatsfaktor (s. unten). Fiir inhomogene Objekte muB 
die Gleichung iiber die gemessene Flache integriert werden: 
@-dA 
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Die Chromosomen wurden mit dem absuchenden Verfahren gemessen (Cs- 
PERSSON 1956, 1957), d.h. eine groBe Anzahl von Messungen wurde im gleichen 
Abstand durch das Objekt gelegt. Um méglichst viele Scheiben des Riesenchromo- 
soms zu erfassen, betrug der Abstand der MeBlinien 0,63 u. Dieser Spurenabstand 
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1 Herrn Prof. Dr. Bauer méchte ich fiir die freundliche Bereitstellung des 
Materiales vielmals danken. 
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war aus Vorversuchen ermittelt worden. Die gréBte Abweichung vom Mittel 
mehrerer Messungen durch ein Riesenchromosom mit jeweils leicht veranderter 
Lage der Anfangsspur betrug +. 3,7%, der mittlere Fehler fiir die Einzelmessung 
lag unter --2%. Die vom Schreiber im Verhaltnis zu ® proportional aufgezeich- 
neten Kurven wurden im Integrator (LoMAKKA 1955) integriert. Das Trocken- 
gewicht wurde nach der Gleichung 


I-ky-ky-ks- A 


M= Tote Tey berechnet. 
M = Totaltrockengewicht; 
I = Integral der Gangunterschiedskurve; 
ky Integrationskonstante ; 
k,; = Verhaltnis von Praparatverschiebung zu Papierverschiebung ; 
k, Faktor fiir die Skaleneinteilung auf dem Papier; 
A = Spurenabstand; 
W = Proportionalitatsfaktor (spezifisches Inkrement). 


Die in der Literatur vorliegenden Werte fiir den Proportionalitatsfaktor 
schwanken trotz der relativ gleichartigen Zusammensetzung des untersuchten 
Materiales. KimBatu et al. (1959) fanden fiir Paramecium mit Glyzerin als Ein- 
bettungsmedium ¥Y = 0,0645 cm’ g™, fiir isolierte Makronuklei (KimBa.u et al. 
1950) Y% =0,069 cm® g!, waihrend Grampp et al. (1960) einen Wert von Y= 
0,095 em’ g-! fiir Protein in Glyzerin angeben. Wegen dieser Differenzen wurde 
in der vorliegenden Untersuchung auf eine Umrechnung der Trockengewichte 
in Gramm verzichtet, und alle Interferenzwerte sind in u® angegeben. 

Die ultraviolettmikrospektrophotometrischen Messungen wurden unmittelbar 
nach der Massenbestimmung am gleichen Objekt in den Wellenbereichen 2650, 
2800 und 3150 A im Universalmikrospektrographen (CasPERssoNn 1956) durchge- 
fiihrt. Verwendete Optik: Quarz-Objektiv 2,5 mm, N.A. 0,85; Quarz-Kondensor, 
N.A. 0,20; Quarz-Okular 5mal. 

Zur Kontrolle der Lichtstreaung wurde die Extinktion bei 43150 A fiir jedes 
einzelne Chromosom bestimmt. Da sie im Bereich des relativ homogenen Nukle- 
olus im Durchschnitt 8% der Extinktion bei 2650 A betrug und 10% derselben 
nie iiberschritt, schien eine Korrektur fiir unspezifische Absorption nicht not- 
wendig. Es sind darum die unkorrigierten Extinktionswerte fiir die Wellenlangen 
2650 und 2800 A angegeben. 

Fiir die spektrophotometrischen Messungen wurde wieder das absuchende 
Verfahren benutzt. Der Abstand der MeBspuren betrug hier 1 «. Die Transmis- 
sionswerte wurden wahrend der Messung automatisch durch einen Schreiber regi- 
striert, im Funktionsumformer und Integrator (LOMAKKA 1956) in Extinktions- 
werte umgeformt und diese integriert. Die Auswertung der Resultate geschah nach 
der Gleichung: 

Etot = I+ ky ky kg A. 


Etot = Totalextinktion; 


I = Integral; 
k; = Integrationskonstante; 
k, = Verhialtnis von Praparatverschiebung zu Papierverschiebung; 


Ty 
= Faktor fiir die Skaleneinteilung auf dem Papier; 


A = Spurenabstand. 

In einzelnen Fallen wurden durch Punktmessungen Absorptionskurven iiber 
einen gréBeren Spektralbereich fiir verschiedene Zonen im Chromosom und im 
Nukleolus aufgenommen. 

Die Verteilung der chromatischen Banden im Nukleolenbildungsort wurde 
mit der Feulgen-Reaktion, der Pyronin-Methylgriin-Farbung und der Karmin- 
Essigsiure-Methode gepriift. 
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C. Beobachtungen und Ergebnisse 
Grépen- und Trockengewichtsverteilung von Kernen und 4. Chromosomen 
aus gleichen Speicheldriisen 


Die 30—36 Zellen der Speicheldriisen von Chironomus thummi zeigen 
verschiedene GréBe, die mit zunehmendem Wachstum der Driisen so 
ausgepragt wird, da man auf eine funktionelle Differenzierung be- 
stimmter Zellgruppen schlieBen kénnte, wie dies fiir viele andere Chi- 
ronomiden nachgewiesen worden ist (BAUER 1935, BEERMANN 1952b, 
MECHELKE 1953). AuBer den Volumenunterschieden der Zellen konnten 
aber bisher keine morphologischen Differenzierungen registriert werden, 
die spezielle Funktion einzelner Zellgruppen in derselben Speichel- 
driise beweisen. BavErR (1935) fand jedoch regelmabig Verklebung der 
Chromosomen in einer Anzahl der Zellen sowie anomale Aufspreizung 
des Abschnittes e bei einigen 4. Chromosomen, verbunden mit Substanz- 
einlagerung. Diese Abweichungen von der Norm wurden auch im Laufe 
der vorliegenden Untersuchungen immer wieder gefunden, ebenso wie 
beobachtet wurde, dal der Balbianiring im Abschnitt b an 4. Chromo- 
somen der gleichen Driise sehr verschieden stark ausgebildet sein konnte. 
Untersuchungen tiber den Zusammenhang dieser Variationen sind zur 
Zeit im Gang, konnten aber in dieser Arbeit noch nicht beriicksichtigt 
werden. 

Wenn aus dem Volumen der Speicheldriisenkerne auf ihren Ploi- 
diegrad geschlossen werden kann, so erschwert im vorliegenden Falle 


Tabelle 1. T'rockengewicht isolierter Tabelle 2. Trockengewicht 
Speicheldriisenkerne von zwei verschiedenen Larven  isolierter 4. Speicheldriisen- 
chromosomen von zwei 























Larve 4,2 mm lang Larve 9 mm lang F 
2. Stadium 3. Stadium verschiedenen Larren 
Durchmesser Durchmesser 3. Stadium | 4. Stedium 
des Kernes M- ¥ (u*) des Kernes M-  (n*) M- (us) M+ (u?*) 
(u) (#) 

24 94 

13 30 42 187 19 108 

13 36 54 253 27 112 

16 46 39 151 24 55 

18 51 33 131 20 34 

21 63 50 220 23 102 

13 38 61 300 27 89 

64 

63 

58 





der unterschiedliche Polytaniegrad der Riesenchromosomen aus ein und 
derselben Driise den Vergleich von Chromosomen aus Driisen verschie- 
dener Entwicklungsstadien. Tabelle 1 und 2 zeigen die Trockengewichte 
von Gruppen isolierter Kerne bzw. isolierter 4. Chromosomen aus der 
jeweils gleichen Speicheldriise. 
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Wie aus den Tabellen 1 und 2 hervorgeht, verlangte die natiirliche 
Streuung der KerngréBen die Messung einer méglichst groBen Anzahl von 
Chromosomen aus der gleichen Driise. Zwar gelang es bisher nicht, siimt- 
liche 4. Chromosomen der ausgewahlten Driisen verschiedener Stadien un- 
beschadigt zu isolieren und so freizulegen, daB eine interferometrische 
Messung méglich war, aber es wurden doch mindestens 10—12 Chromo- 
somen pro Speicheldriise von Tieren des 3. und 4. Stadiums gemessen. 
Die teils noch geknauelten, teils noch spiralisierten Chromosomen von 
Larven zwischen der 1. und 2. Hautung waren so schwierig zu isolieren, 
daB hier im Héchstfalle nur 4 Chromosomen aus der gleichen Driise 

_ gemessen wurden. Vom 1. Larvenstadium konnten tiberhaupt nur ein- 
‘ zelne Chromosomen von Tieren, die kurz vor der 1. Hautung standen, 


isoliert und gemessen werden. 


Das Wachstum des 4. Chromosoms wiihrend der Larvenentwicklung 


Trotz der Einzelstreuung innerhalb der verschiedenen Entwicklungs- 
stadien lat die groBe Anzahl der Messungen doch einen Einblick in die 
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Abb. 1. Sehematische Darstellung des 4. Chromosoms von Chironomus thummi. 
Bezeichnung der Abschnitte nach BAUER 


Zuwachsverhialtnisse des 4. Chromosoms zu. Abb. 1 gibt einen Uber- 
blick tiber seine Massenzunahme vom Ende des ersten bis zur Mitte 
des vierten Larvenstadiums. 

Die Mittelwerte fiir die Trockengewichte sind vom 2. Stadium an, 
den Untersuchungszeitpunkten gemaB, in friihe, d.h. kurz nach der 
Hautung, und spate, kurz vor der nachsten Hautung, Stadien unter- 
teilt. Die eingetragenen Werte sind Mittelwerte aus insgesamt 250 Mes- 
sungen. 

Der starke Anstieg des Trockengewichtes gegen Ende des 3. Lar- 
venstadiums fallt mit dem Zeitpunkt zusammen, in dem die Larve 
weniger Nahrung aufnimmt und sich zur Verpuppung vorbereitet. Die 
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Speicheldriisen beginnen mit der Produktion des Verpuppungssekretes, 
das dann spater in das Speicheldriisenlumen und von dort aus in die 
Mundhohle ausgeschieden wird. Da gleichzeitig mikroskopisch eine 
auffallende Zunahme. des Nukleolus-Volumens zu beobachten ist, war 
es von Interesse, festzustellen, inwieweit wachsendes Chromosomenge- 
wicht und Polytaniegrad einerseits und Zunahme der Nukleolarsubstanz 
andererseits den Verlauf der erhaltenen Kurve bestimmten. 


Die Trennung der Trockengewichte von Chromosom und Nukleolus 


Bei der getrennten Berechnung der Trockengewichte von Nukleolus 
und Chromosom st68t man auf die Schwierigkeit, daB in der Nukleolus- 





Abb. 2. Chironomus thummi. 4. Chromosom im 4. Larvenstadium. UV-Photographie 
bei 2750 A. Vergr. 1000mal 


Bildungszone die Chromonemata eine wesentliche Verlangerung erfah- 
ren, auseinandergedrangt werden und zwischen sich und um sich herum 
die Nukleolarsubstanz akkumulieren (Abb. 2). Aus diesem Grunde ist 
es nicht méglich, direkt waihrend der Messung Chromosomen- und 
Nukleolargewicht voneinander zu trennen. Es war eine Hilfsberechnung 
erforderlich, die an Hand einer Figur erlautert werden soll: 

Abb. 3 zeigt eine schematische Darstellung des 4. Chromosoms, dessen 
Masse der Chromosomenkarte von Kyu (1957) entnommen wurde. Der 
scheibenreiche Abschnitt a wird durch eine Abschniirung vom Ab- 
schnitt b getrennt. Dieser tragt einen Balbianiring, der verschieden 
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stark ausgebildet sein kann. Abschnitt c besitzt einen zweiten Balbiani- 
ring, der besonders unmittelbar vor der Verpuppung auffallend an 
GréBe zunimmt. Abschnitt d tragt den Nukleolus und ist dadurch auf- 
gelockert. Der Abschnitt e ist trichterf6rmig aufgeblaht und zeigt am 
Ende des Chromosoms heterochromatische Strukturen. 


Fiir die Trennung der Trockengewichte von Chromosom und Nukle- 
olus wurde nun in der Weise verfahren, dafs an besonders giinstig 
liegenden Chromosomen das Verhaltnis der Trockengewichte von Ab- 
schnitt a (also bis zur Einschniirung) zum tibrigen Chromosom bestimmt 
wurde. Die Auflockerungszone im Nu- 
kleolen-Bildungsort d wurde als geschlossen 
angenommen. Die Balbianiringe wurden 
zum Chromosom gerechnet. Mit Hilfe 
dieses Verfahrens wurde aus 20 Messungen 
an gut gestreckten Chromosomen des 
4. Stadiums das mittlere Totalchromo- 
somengewicht als 4,2mal so schwer wie 
das Gewicht des Abschnittes a bestimmt. 
[Aus der Chromosomenkarte von KryL 
(1957), die die Durchschnittslange 4. Chro- 
mosomen im 4. Stadium wiedergibt, liBt 
sich ein Langenverhaltnis von a zur 
aor tes 1 Chromosomnen von LOtallinge wie 1:3,6 berechnen. Eigene 
Chironomus thummi im Laufe Langenmessungen von 4. Chromosomen 


der Larvenentwicklung. (Anzahl : a races fs ; 
gemessener Chromosomen 250) eS gleichen Stadiums fiihrten zu denselben 
Werten. | 





Da bei den stark gestauchten oder spiralisierten Chromosomen der 
friiheren Stadien eine solche Ermittlung des Chromosomengewichtes 
(ohne Nukleolarsubstanz) nicht méglich war, konnte hier nur das Trok- 
kengewicht aller vom Nukleolus nicht bedeckten Chromosomenab- 
schnitte partiell genau bestimmt werden. Der Rest wurde nach der 
aus Kurve und Photographie gemessenen Chromosomenlinge berechnet. 
Wurde dieses komplizierte Verfahren vergleichsweise auf Chromosomen 
des 4. Stadiums angewandt, zeigten die so erhaltenen Werte gute Uber- 
einstimmung mit den nach dem ersten Verfahren bestimmten Trocken- 
gewichten. Obwohl der Abschnitt e wesentlich breiter ist als die Ab- 
schnitte a—d, bewirkt die relative Scheibenarmut ein etwas niedrigeres 
Trockengewicht dieser Zone, so da die Berechnung des Chromosomen- 
gewichtes (ohne Nukleolus) in der beschriebenen Weise eher etwas zu 
hohe als zu niedrige Werte ergibt. 

Abb. 4 zeigt die mit Hilfe dieses Verfahrens aus Messungen von 


4. Chromosomen berechneten Wachstumskurven fiir das Chromosom 
allein (Kurve 1) und den Nukleolus (Kurve II). Kurve Ia stellt die 
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Werte fiir den Chromosomenabschnitt a dar. Kurve IIa ist theoretisch 
berechnet und zeigt den Zuwachs, den der Nukleolus nehmen wiirde, 
wenn er der Polytanie 60; 
des Chromosoms folgen =. g-@pm3 
wiirde. 

Es ist aus der Ab- 
bildung ersichtlich, daB 
der Nukleolus bereits gL 
in den friihen Larven- 
stadien schwerer ist als I 
das Chromosom und in 
starkerem Mabe wachst, * 
als es dersteigenden Po- 
lytanie des Chromosoms 
entspricht. Bis zum drit- 9 
ten Stadium ist dieser 
Unterschied zwar deut- 
lich, bleibt. aber relativ TSladum EStadum Sedan ~~ W-Sdium 


konstant. Nach der 3. Abb. 4. Mittlere Trockengewichte verschiedener Ab- 
x * fi * schnitte des 4. Speicheldriisenchromosoms von Chirono- 
Hautung jedoch nimmt mus thummi. I Chromosomen ohne Nukleolus, Ja Ab- 
das Trockengewicht des _ schnitt a der Chromosomen, JI Nukleolen. Der Abfall 
Nukleolus auffallend der Kurve beruht auf Degenerierung der Nukleolen vor 
= der Verpuppung. JJaist theoretisch berechnet und zeigt 
stark zu und kann in’ 22, wie das Trockengewicht der Nukleolen zunehmen 
uk ae . wiirde, wenn es in Abhangigkeit zur Polytanie der 
einigen Fallen das Chro- Chromosomen anstiege. (100 Messungen) 





50}- 














Tabelle 3. Verhdltnis von Chromosomengewicht zu Nukleolargewicht wihrend vér- 
schiedener Larvenstadien 

















% eae Friihes Friihes 

2. Larvenstadium 3. Larvenstadium 4. Larvenstadium 
Ch +N ‘ Ch+N h/N Ch +N hh INY 
M-¥ (u?) Ch/N MY (u*) Ch/N M-w(us)| CHIN 
14 1,9 21 2,0 44 2,6 
16 1 Be 19 2,2 53 2,9 
19 1,8 20 1,9 51 2,4 
14 1,6 23 1,6 47 3,4 
12 1,4 25 2,1 67 2,8 
13 1,4 22 1,8 49 2,4 

9 1,6 23 2,2 51 2,0 

ll 1,5 20 21 43 Dye 

; os 26 2,0 88 3,1 
Mi | 1LO2O8 2] 18 45 2:6 

22+1 2,0 +0,1 54+4 2,7+0,1 

















Ch = Chromosom ohne Nukleolus; N = Nukleolus. 


mosomengewicht um ein Vielfaches iibersteigen. Normalerweise ist es 
bei Larven des 4. Stadiums 2,5—3mal so groB wie das Chromosomen- 
gewicht (Tabelle 3). 
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Gegen Ende des 4. Stadiums degeneriert der Nukleolus. Zunachst 
ist eine starke Vakuolisierung sichtbar, spater wirkt er schwammig 
und zerfallt. Das Trockengewicht sinkt dementsprechend ab. Es wurden 
von diesem Stadium nur wenige Messungen durchgefiihrt, da der Nu- 
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Abb. 5. Schema fiir die Bestimmung von Trockengewicht und Extinktion definierter 
Nukleolenabschnitte. Mit Hilfe von Photographie und den entsprechenden interferometri- 
schen und spektrophotometrischen Kurven werden bestimmte Nukleolenabschnitte 
ausgemessen und berechnet 


kleolus so locker ist, daf er bei der Isolierung der Chromosomen leicht 
beschadigt wird. 

Bei der Degenerierung der Driisen in der Vorpuppe andert zunachst 
das Cytoplasma der Zellen seine Konsistenz und wird locker und kérnig. 
Wahrend der Nukleolus zerfallt, bleiben die anderen Zellstrukturen 
zunachst noch erhalten und kénnen sogar noch zu spezieller Aktivitét 
befahigt sein, wie der Balbianiring im Abschnitt c beweist sowie der in 
einigen Chromosomen iiberdimensional gespreizte Abschnitte. BEER- 
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MANN (1952b) und MECHELKE (1953) beschreiben die Aktivitaét eines 
Balbianiringes im gleichen Stadium bei anderen Chironomiden. 

Wenn die Messung des Abschnittes a der Chromosomen einen Anhalt 
fiir den relativen Polytaniegrad der individuellen Chromosomen ergeben 
kann, dann zeigt sich rasch, daB entsprechend den sehr unterschied- 
lichen Kerngr6éBen in den Speicheldriisen oft in relativ groBen Kernen 
friiherer Larvenstadien Polytaniegrade erreicht werden, die denen klei- 
nerer Kerne in spateren Stadien entsprechen. Die Gtltigkeit der Mittel- 
wertsbestimmung fiir die Chromosomengewichte der einzelnen Stadien 
mtiBte also in Zweifel gezogen werden. Berechnet man aber das Ver- 
haltnis Chromosomengewicht/Nukleolargewicht von verschieden groBen 
Chromosomen, die aus Speicheldriisen verschiedener Entwicklungs- 
stadien isoliert wurden, so ist festzustellen, daB der physiologische 
Zustand der Speicheldriisen den Quotienten ihrer Trockengewichte be- 
stimmt und nicht der Polytaniegrad der Chromosomen (Tabelle 3). 

Man muB also den SchluB ziehen, daB die zeitliche physiologische 
Aktivitat der Zellkerne das Massenverhaltnis der Nukleolen zu den 
entsprechenden Chromosomen bestimmt. 


Bestimmung von Eggso/Masse und Eggso/Hogo) in definierten Zonen der 
Nukleoli 

Um festzustellen, ob die Trockengewichtszunahme der Nukleolen 
mit fortschreitender Larvenentwicklung auf eine Anreicherung von 
Protein in der Nukleolarsubstanz zuriickzufiihren war, wurde fiir die 
Nukleolen saimtlicher Entwicklungsstadien das Verhialtnis von Ey4¢50/ 
Masse und Eoy¢59/Hogo) fiir bestimmte, genau ausgemessene Nukleolar- 
abschnitte ermittelt. 

In Abb. 5 ist das Schema fiir eine solche Berechnung dargestellt. 
Die Nukleolen wurden in genau der gleichen Lage interferometrisch 
und UV-mikrospektrophotometrisch gemessen. Ein bestimmter Bezirk 
der von gréBeren Chromosomenverzweigungen freien AuBenzonen wurde 
mit Hilfe der Photographie des Objektes in den interferometrischen 
und spektrophotometrischen Kurven, die die automatischen Schreiber 
registriert hatten, festgelegt und die Koeffizienten E,,;./M -W und 
Ex659/Hago9 berechnet. 

Aus Tabelle 4a geht hervor, daB die Werte fiir L4,59/M-W mit 
steigendem Larvenalter etwas abfallen, aber die Mittelwerte der Quo- 
tienten Ey659/Logoo (Fabelle 4b) zeigen klar, daB kein realer Unterschied 
im RNS/Protein-Verhaltnis der Nukleolen aller gemessenen Larven- 
stadien besteht. [Der Quotient Ey65o/Hog99=1,14 entspricht einem 
Nukleinsdéuregehalt des Nukleolus von 3—5%, wie spektrophotometri- 
sche Messungen von kiinstlich hergesteliten Nukleinsaure-Protein-Ge- 
mischen ergaben (ZECH, im Druck).] 

Chromosoma (Berl.), Bd. 12 26 
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Tabelle 4a. Ey6.9/M - ¥(u-) Tabelle 4b. Eyg5o/E soo 
von Nukleolarabschnitten von Nukleolarabschnitten 
Normale Larven verschiedener Normale Larven verschiedener 
Entwicklungsstadien Entwicklungsstadien 
2. Larven- | 3. Larven- | 4. Larven- 2. Larven- | 3. Larven- | 4. Larven- 
stadium stadium stadium stadium stadium stadium 
5,7 5,1 4,6 1,06 1,07 1,16 
5,6 4,6 4,9 1,13 1,12 1,10 
6,1 5,1 4,6 1,27 1,28 1,14 
4,9 4,8 4,1 1,17 1,26 1,13 
4,8 4,1 4,8 1,18 1,04 1,10 
5,3 4,8 6,2 1,09 1,22 1,15 
4,8 5,4 5,0 1,12 RZ 1,20 
4,9 5,2 4,8 Lay 1,20 1,18 
5,2 4,2 4,4 1,20 1,10 135 
4,9 5,2 4,9 1,16 1,08 1,14 
4,6 4,1 5 hf 1,15 1,18 Ey 
4,9 4,3 4,8 1,15 1,14 1,03 
5,3 4,6 4,6 1,11 1,13 1,15 
5,6 4,9 4,3 1,14 1,18 1 
5,9 5,3 4,0 1,19 1,14 1,06 

52401 | 48+01 | %8 1,15-£0,01 | 1,15-40,02} bl 
9 TVs 99 Vs 4,3 ’ ’ ’ oo Ci | 1,19 

4,6 1,14 
4,2 1,12 
4,7 1,18 
4,5 1,23 
4,9 1,14 
4,2 1,22 
4,4 1,09 
4,9 1,16 
4,6+0,1 1,14+0,01 








Tabelle 5a und b. Ly659/Trockengewicht und Ey659/Hogoq von Nukleolarabschnitten 
nach Kdlteschock 
Speicheldriisen 2, 3 und 4 Std nach Zuriickfiihren der Tiere in Raumtemperatur 











herausprapariert. 
2 Std 20°C 3 Std 20°C | 4 Std 20°C 2 Std 20°C 3 Std 20°C | 4 Std 20°C 
8) Eggso/M - Y (u-) b) E 2650/E 2800 

4,6 4,8 3,9 1,38 Lal 1,20 

4,9 4,2 4,6 1,07 1,04 1,15 

3,9 4,7 5,1 1,02 1,23 1,05 

5,1 5,2 5,3 1,16 1,12 111 

4,6 5,1 5,6 1,12 1,19 1,09 

4,3 dob 4,9 1,08 By 1,13 

4,3 4,4 4,5 1,18 1,11 1,19 

4,8 4,9 4,4 1,13 1,22 1,14 

4,4 4,3 4,6 1,12 1,15 1,11 

4,8 4,6 4,8 peut 1,09 1,16 
4,6+.0,1 4,7+0,1 4,8 + 0,2 1,14+0,03 | 1,14-0,02 | 1,13-+40,01 

















Kdilteschock 
Um diesen interessanten Befund naher zu untersuchen, wurden in 
der gleichen Weise, wie oben beschrieben, Messungen an Nukleolen von 
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Larven durchgefihrt, die mit Kalteschock behandelt worden waren. 
Die Tiere wurden 12 Std lang im Kihlschrank bei 5° C gehalten und die 
Speicheldriisen 2, 3 und 4 Std nach Zuriickfiihren der Larven in Raum- 
temperatur untersucht. Die Chromosomen sind nach einer solchen 
Behandlung stark kontrahiert, die Balbianiringe in den Abschnitten b 
und ¢ auffallend vergréBert. Die Nukleolen sind ebenfalls kontrahiert. 
Die Konzentrationsverteilung 
der gemessenen Inhaltsstoffe 
war jedoch die gleiche wie 
in den Nukleolen der unbe- 
handelten Kontrolltiere (Ta- 
belle 5a und b). Dagegen war 
eine auffallende Trockenge- 
wichtszunahme der Balbiani- 
ringe festzustellen, die BEER- 
MANN (1952a) bereits auf 
Grund mikroskopischer Unter- 
suchungen vermutet hatte. 


Mangelversuche 


In einem weiteren Versuch 
wurden die Extinktionsver- 
haltnisse der Nukleolen von 
Larven, die unterernahrt Abb. 6. Chironomus thummi. Larve in iiber- 


p : ‘ vélkerter Kulturschale aufgezogen. UV-Photo- 
waren, und solchen, die in graphie bei 2750 A. Vergr. 1000mai 





Tabelle 6a. LEy¢59/T'rockengewicht und Tabelle 6b. EF o¢59/T'rockengewicht und 
Exeso/E ogo9 vON Nukleolarabschnitten EE yes9/E og99 von Nukleolarabschnitten 


























Larven unterernahrt Larven aus_ iibervélkerten Kultur- 

Se schalen 

mee rem Exg50/E2e00 
pa Bacal MS © | Baas! Eee 
4,7 117 
5,1 1,24 3,9 1,09 
6,2 1,04 5,1 1,11 
4,0 1,12 4,8 1,13 
4,4 1,11 4,0 1,26 
4,8 1,16 5,2 1,22 
4,3 1,21 4,6 1,17 
4,7 1,09 4,7 1,18 
4,9 1,10 4,9 1,16 
4,6 1,13 4,4 1,19 

4,840,2 | 1,14+0,02 3 eo 

4,6+0,1 1,17+0,02 





tbervélkerten Kulturschalen gehalten worden waren, berechnet. Die 

Tiere waren entsprechend der schlechten Lebensbedingungen stark in 

der Entwicklung zuriickgeblieben. Die Chromosomen waren briichig 
Chromosoma (Berl.), Bd. 12 26a 
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und teilweise verklebt. Die Nukleolen der schlecht ernahrten Tiere 
waren vakuolisiert und machten einen schwammigen Eindruck, die der 
Tiere aus tibervélkerten Kulturschalen waren nur klein und schlecht 
ausgebildet (Abb. 6). Die Quotienten Eyg59/M - ¥ und Ey659/Hago9 unter- 
schieden sich jedoch nicht von denen normaler Larven (Tabelle 6a 


und b). 





D. Diskussion 

Die rasche Zunahme der Nukleolarsubstanz in den Speicheldriisen- 
kernen von Chironomus thummi wahrend intensiver Aktivitaét der 
Speicheldriisen k6énnte als spezielle Funktion des Nukleolus in den 
ablaufenden intrazellularen Synthesen gedeutet werden. Auf Grund 
der Befunde anderer Autoren muB dabei in erster Linie an die Versor- 
gung des Cytoplasmas mit RNS gedacht werden. 

Die Masse der Nukleolarsubstanz steht nach den vorliegenden Er- 
gebnissen in keiner bestimmten Relation zur Masse des Cytoplasmas, 
sondern wird vielmehr in allen Altersstadien unabhaingig vom Ploidie- 
grad und der ZellgréBe vervielfacht, ohne daB ein Gleichgewicht zur 
cytoplasmatischen Masse festgestellt werden kénnte. Es ware also 
denkbar, daB die Vermehrung der Nukleolarmasse im Zusammenhang 
mit dem Substanzbedarf der Zelle geschieht. Gestiitzt wird diese An- 
nahme durch die Befunde Epstroms (1960), der keinen Unterschied 
zwischen nukleolarer und cytoplasmatischer RNS finden konnte, im 
Gegensatz zur nuklearen RNS, die eine von der cytoplasmatischen RNS 
abweichende Basenzusammensetzung zeigte. 

Die Versuche von GoLDSTEIN eé al. (1955, 1959a und b, 1960) be- 
statigen, daB eine solche Uberfiihrung von nukledrer RNS zum Cyto- 
plasma stattfindet. Prescott (1959, 1960) konnte fiir Amoeba eine totale 
Abhangigkeit der cytoplasmatischen Synthese der Tiere vom Nukleus 
zeigen, ebenso wie BEERMANN (1960) bewies, da’ ,,nukleolenlose“ 
Zygoten von Chironomus tentans und Chironomus pallidivittatus nicht 
lebensfahig waren. 

Die Tatsache, daB die Totalmenge der cytoplasmatischen RNS un- 
verhaltnismaBig viel gréBer ist als die der nukleolaren — ungefadhr 
300mal nach Epstr6ém (1960) — schlieBt die Méglichkeit nicht aus, daB 
der gr6Bte Teil der cytoplasmatischen RNS — zumindest in ihren Vor- 
stufen — im Nukleolus gebildet wird, denn Ficq (1953) z.B. fand bei 
Seestern-Oocyten einen tiber 100mal héheren Einbau von RNS-Vor- 
laufern im Nukleolus als im Cytoplasma. Der Einbau der Vorstufen 
geht nach Preiirnes (1959) Versuchen an Chironomus vom Nukleolus- 
Bildungsort aus. Eine sehr schnelle Uberfiihrung der RNS ist also wahr- 
scheinlich. 

Der rasche Einbau von markierten Aminosauren in Zellkern (MaAziIa 


und Prescott 1955, ALLFREY und Mirsky 1957) und in den Nukleolus 
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(Ficq 1953, GoLpsTEIN 1958) macht es wahrscheinlich, daB ein Teil 
des cytoplasmatischen Proteins im Kern synthetisiert wird und még- 
licherweise als Trager fiir die Uberfiihrung der nukleoliren RNS zum 
Cytoplasma dient (GOLDSTEIN 1958). 

Véllig tiberraschend ergab die UV-spektrophotometrische Analyse 
der Nukleolen, daf die Zunahme an Nukleoproteiden wahrend der Lar- 
venentwicklung nur quantitativer Art war, wahrend die qualitative 
Zusammensetzung in allen Stadien bis zur Degenerierung der Nukleoli 
praktisch unverandert blieb. Der errechnete Prozentanteil von 3—5% 
RNS entspricht etwa den von CaspeRsson und Scuuttz (1940) 
in Speicheldriisennukleolen von Drosophila-Weibchen gefundenen 3,5%. 

Ebenso tiberraschend war die Reaktion der Nukleolen auf induzierte 
Verdnderungen im Energiestoffwechsel der Larven. Masse und Volumen 
der Speicheldriisennukleolen wurden nach Kalteschock oder durch Auf- 
zucht der Larven in tibervélkerten Kulturschalen verandert, ohne da 
unter den angewandten Versuchsbedingungen (eventuell Verlust von 
Material durch Fixierung) Schwankungen im Ribonukleoproteidspiegel 
meBbar gewesen waren. Die empfindliche Reaktion der Nukleoli auf 
Gleichgewichtsstérungen im Zellstoffwechsel ist der Physiologie und der 
Pathologie seit langem bekannt. DaB sich aber auch bei extremer Riick- 
bildung das molekulare Grundmuster nicht andert, ist ein bisher un- 
bekanntes Phinomen. Mer Lin (1955) fand allerdings UV-mikro- 
spektrophotometrisch bei Nukleolen von Mikrosporozyten von Zea mays 
eine Relation des absoluten Gehaltes an RNS zum Genotypus, d.h. die 
relative Anzahl der Nukleolen-Bildungsorte bestimmte die Gesamtmenge 
der nukleolaren RNS, ohne daf der Prozentgehalt verandert wurde. 

Um uns eine Vosrtellung iiber die Funktion der quantitativ so emp- 
findlich reagierenden Grundsubstanz der Nukleoli machen zu k6énnen, 
miissen der feinere chemische Aufbau und die submikroskopische 
Struktur der Nukleolen bekannt sein. Nach elektronenmikroskopi- 
schen Bildern wird das Fehlen einer Membran und die Anordnung der 
gelartigen Substanz in Micellen angenommen. Damit ist die Mdéglich- 
keit einer enormen Oberflachenvergr6Berung bei Bedarf gegeben. 

Zusammenfassend kénnen die Ergebnisse dieser Arbeit im Zusammen- 
hang mit den Befunden anderer Autoren so gedeutet werden, daB die 
Nukleolen funktionelle Gebilde darstellen, an deren molekularem Muster 
sich die Reduplikation ihrer Grundkomponenten RNS und Protein — 
oder deren Vorstufen — vollzieht. Je nach den Anforderungen des 
Zellstoffwechsels werden die Oberflichen vergréRert oder verkleinert, 
und damit wird die Synthese neuen Materiales erhéht oder verringert, 
ohne daB sich jedoch die quantitative Zusammensetzung der Grund- 
substanz andert. Es ist denkbar, daB das Protein als ,,Tragerprotein“ 
bei der Uberfiihrung der RNS zum Cytoplasma dient. 
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Zusammenfassung 

Trockengewicht und Absorptionsverhaltnisse des Nukleolus am 
4. Speicheldriisenchromosom von Chironomus. thummi wurden mikro- 
interferometrisch und mikrospektrophotometrisch bestimmt. 

Die Trockengewichtszunahme des Nukleolus wahrend der Larven- 
entwicklung folgt weder linear noch exponentiell der zunehmenden 
Polytanie der Chromosomen. Gegen Ende des 3. Larvenstadiums steigen 
die Trockengewichte der Nukleolen unabhingig vom Polytaniegrad 
individueller Chromosomen steil an. 

Das Verhialtnis von Ribonukleinséuren zu Proteinen bleibt in den 
Nukleolen von Speicheldriisenkernen aller Larvenstadien bis zur 
Degenerierung der Nukleoli trotz bedeutender Veranderungen ihrer 
Totalmasse konstant. 

Induzierte Stérungen des Energiestoffwechsels der Larven durch 
Hungern und Ubervélkerung in den Kulturschalen fiihren zu erheb- 
licher Riickbildung der Nukleolarmasse — bzw. zu Hemmung in der 
Akkumuilation von Nukleolarsubstanz —, ohne die Konstanz der Ribo- 
nukleoproteidverhaltnisse zu andern. Ebenso bewirkt Kalteschock zwar 
eine Kontraktion der Nukleolen, doch keine Anderung in der Zusam- 
mensetzung der Grundkomponenten. 
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Introduction 

In the genus T'riticum, an euploid series exists with 7 as the basic 
chromosome number. There are both wild and cultivated species in the 
14 and 28 chromosome number groups, while all species with 2n = 42 so 
far described are cultivated. The cultivated bread wheat, 7’. aestivum L., 
is a hexaploid with 2n = 42 and among tetraploids with 2n = 28, the 
more widely grown species are 7’. dicoccum and 7’. durum. Estimations 
of the total length of the chromosome complement of 7’. monococcum, 
T. dicoccum and T’. aestivum have revealed that the values differ in the 
ratio 1.0: 1.5: 2.0 and not as 1:2:3 as may be expected from the 
chromosome number relationship (MARSHAK and BRADLEY 1944; 
SWAMINATHAN and NATARAJAN 1957). BHASKARAN and SWAMINATHAN 
(1960) have found that the DNA content of individual nuclei in these 
three species also falls into a similar ratio. It is now known from the work 
of Kruara (1944), McFappEN and Sgars (1946), SaRKAR and STEBBINS 
(1956) and Rivey et al. (1958) that the three constituent genomes of 
T. aestivum are derived from 7. monococcum or T'. aegilopoides 
(A genome), Aegilops speltoides (B genome) and Aegilops squarrosa 
(D genome). A critical study of the length of the chromosome comple- 
ment, karyotype symmetry and DNA content of nuclei was undertaken 
in these diploid species as well as in tetraploid and hexaploid wheats 
with a view to ascertain the extent and manner of karyotype re-patter- 
ning involved in the evolution of the polyploids. 


Material and Methods 


One variety each of 7'. monococcum, Aegilops speltoides (var. ligustica), Aegilops 
squarrosa and 7’, dicoccoides and several varieties of 7'. dicoccum, T.durum and 
T. aestivum were used in this study. A synthetic tetraploid amphidiploid from 
T. aegilopoides x Ae. speltoides kindly made available by Dr. P. SarKaR, was also 
included in the study. For estimating the length of the chromosome complement, 
root tips were first pre-treated with 0.2% colchicine for 2 hours and later fixed for 
an hour in a mixture of Osmic acid, 8-hydroxyquinoline and chromic acid in the 
proportion 1:1:5 and squashed according to the procedure of BHapurtI and 
Guosu (1954). Clear and well-spread metaphase plates were drawn with a camera 
lucida and the chromosome length was calculated from the drawings. The length 
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of the complement of each species was determined from drawings of about 10 cells. 
Karyotype studies were carried out in material pre-treated with 0.002 M 8-hydroxy- 
quinoline for 6 to 9 hours and squashed as per the technique of Ts10 and Levan 
(1950). For classification of karyotype asymmetry, the scheme of STEBBINS (1958) 
was used. DNA measurements were made in Feulgen preparations using a micro- 
spectrophotometer constructed on the two wave length principle of Parau (1952) 
and ORNSTEIN (1952). A few modifications had been introduced into the assembly 
in order to avoid all sources of error and a detailed description of the instrument 
as well as the fixation and staining schedule has been given elsewhere (BHASKARAN 
and SWAMINATHAN 1958). The wave lengths used in the present study were 480 
and 503 mu. 
Results 
Chromosome length 


The total length of the chromosome complement of 7'. monococcum, 
Ae. speltoides var. ligustica, Ae. squarrosa, T.dicoccum, amphidiploid 
(T’. aegilopoides — Ae. speltoides) and T'. aestivum was determined at 
somatic metaphase from slides prepared in a strictly comparable manner. 
The values from different cells did not deviate much from the mean and 
they hence provide a reliable measure for comparison. The data are given 
in Table 1. With regard to the length of the chromosome complement, 
T’. monococcum, Ae. speltoides and Ae. squarrosa vary in the ratio 
1.0: 1.24: 0.76 and 7’. monococcum, T'. dicoccum and T’. aestivum in the 
proportion 1.0: 1.5: 2.0. The present data concerning 7’. dicoccum and 
T’. aestivum are thus in accord with the previous reports. While 7’. mono- 
coccum and 7’. dicoccum varied from each other in the ratio 1.0: 1.5, the 
tetraploid amphidiploid had 1.89 times the length of the 7. mono- 
coccum complement. 


Table 1. Chromatin length and DNA content in Triticum and Aegilops species and 
a synthetic amphidiploid 











Total | Mean DNA a 
Species and variety ae tis aeeeuiy reve DNA 
inyu units + S.E. length content 
Triticum monococcum 
var. Japanese Early ...... 127.13 | 2.375+0.039 | 1 1 
Aegilops speltoides var. ligustica . . | 157.50 | 2.762+ 0.065] 1.24 1.16 
Aegilops squarrosa (Cambridge strain) | 96.88 | 2.219+0.049 | 0.76 0.93 
Triticum dicoccum var. Khapli. . . | 203.41 | 3.443+0.044] 1.5 1.45 
Amphidiploid (7'. aegilopoides x 
A. speltoides var. ligustica) . . . | 240.0 4.05 + 0.020 1.89 1.70 
Triticum aestivum var.C.591 . . . | 254.26 | 4.56-+ 0.140 2.0 1.92 














DNA measurements 
The mean DNA content per nucleus of cells at the resting stage and 
in individual poles at telophase expressed in arbitrary units is given in 
Table 1. The same species and varieties as were used for determining 
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chromosome length were taken up for DNA measurements. The measure- 
ments were carried out in a minimum of 20 cells in each species and the 
proportions of DNA content in the different species seem to follow in 
general the same trend as the length of the chromosome complement. The 
ratio of chromosome length and DNA content found in the different species 
using 7’. monococcum as the unit of comparison is represented in Fig. 1. The 
values expected in tetraploid and hexaploid wheats on the basis of adding 
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Fig. 1. Histogram showing the relative proportions in the length of the chromosome 
complement and DNA content of individual nuclei in species of Triticum and Aegilops. 
T.monococcum has been used as the unit of comparison. 1 7’. monococcum. 2 Ae. speltoides 
var. ligustica. 3 Ae. squarrosa. 4A T.dicoccum (observed value). 4B Value expected 
in T.dicoccum by adding 1 and 2. 5 Amphidiploid (7. aegilopoides — Ae. speltoides). 
6A T. aestivum (observed value). 6B Value expected in 7’. aestivum by adding 1, 2 and 3 


the total chromosome length of the donor species of A and B genomes 
and A, B and D genomes respectively are also indicated along with the 
observed values in Fig. 1. 


Karyotype symmetry 


In order to find out whether there is a greater degree of asymmetry 
in the karyotypes of tetraploid emmer and hexaploid bread wheats in 
comparison with the ancestral diploid species, somatic metaphase plates 
of 7’. monococcum, Ae. speltoides, Ae. squarrosa, T'. dicoccum (4 varieties), 
T. dicoccoides, T'. durum (4 varieties), and 7’. aestivum (3 varieties) were 
critically studied in clear preparations (Figs. 2 to 7). The new system 
of classification of types of symmetry devised by STEBBINS (1958) was 
followed and the data are given in Table 2. In this system, both the 
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Table 2. Karyotypes of species of Triticum and Aegilops 
































Relative Index Longest Classification 
Species and variety 2n (short arm/long arm) | Chromosome | type according 
. shortest to STEBBINS 
Range Mean | chromosome (1958) 
Tirticum monococcum 
var. Japanese Early. . 14 | 0.53—1.00 | 0.73 1.48 la 
Aegilops speltoides 
var. hgusitea. 2. 6... 14 | 0.52—-0.92 | 0.69 1.49 la 
Aegilops squarrosa 
(Cambridge strain) . . 14 | 0.53—0.99 | 0.74 1.39 la 
T. dicoccum var. 
ee BU a Gee = a ak 28 | 0.40—1.00 | 0.68 1.54 2a 
Oe. Teen ss ha ger 28 | 0.44—0.94 | 0.64 1.78 2a 
SNe ano: se Skea ir 28 | 0.33—0.94 | 0.64 1.61 2a 
eRe NSE 55 eo! yee Beate 28 | 0.39—0.88 | 0.62 1.60 2a 
T. dicoccoides var. E. 303 28 | 0.48—1.00 | 0.67 1.57 2a 
T. durum var. 
CSR |) RISER SOSA es Ue 28 | 0.38—0.95 | 0.68 1.53 2a 
ON PS aay Sere 28 | 0.47—0.92 | 0.66 1.55 2a 
NERVE eg 28 | 0.38—0.98 | 0.69 1.63 2a 
Carian. skys) eke 28 | 0.36—0.89 | 0.64 1.76 2a 
T.. aestivum var. 
Chinese Spring . . . . 42 | 0.31—1.00 | 0.69 2.25 2b 
CReMEpr  e els 42 |90.41—1.00 | 0.71 2.00 2b 
Nee cleat sent 42 |0.45—1.00 | 0.68 2.02 2b 


position of the centromere in each chromosome and the difference in the 
length of chromosomes within a complement are taken into consideration 
for measuring symmetry. It will be seen from Table 2 that the karyo- 
types of 7’. monococcum, Ae. speltoides and Ae. squarrosa fall into the 
type la category (i.e., all chromosomes with a ratio less than 2: 1 both 
with regard to the index value and the difference between the largest 
and smallest chromosome in the complement). The tetraploid wheats 
belong to type 2a (which indicates greater asymmetry with regard to 
arm ratio) and varieties of bread wheat to type 2b (i.e., ratio between 
the largest and the smallest chromosome in the complement varying 
between 2: 1 and 4:1 and with 1 to 50 percent of chromosomes with 
an arm ratio < 2: 1). 

Among the species studied, 7’. monococcum and Ae. speltoides had 
each two pairs of satellited chromosomes; Ae. squarrosa had one pair 
and 7’. dicoccuwm, T. dicoccoides and T. durum had all two pairs each. 
In 7. aestivum, the variety C. 591 had 3 pairs while the others had only 
2 pairs. A pair of satellited chromosomes of C. 591 had double constric- 
tions (Fig. 6), a feature which was first detected by Buapuri and 
NATARAJAN (1956). One of the pairs in 7’. monococcum had micro- 
satellites. If the number of satellited chromosomes in the ancestral diploid 
species is added, tetraploid and hexaploid wheats may be expected to 
have 4 and 5 pairs of such chromosomes. Since only 2 pairs are found 
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in most varieties of tetraploid and hexaploid wheats, either the satellited 
portion of some of the chromosomes might have got deleted or amphi- 
plasty (NavasHin 1928) might have taken place. Both the satellited 
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Figs. 2—5. Somatic chromosomes of Triticum and Aegilops species (8-hydroxyquinoline — 


orcein squashes). x 900. Fig. 2. 7’. monococcum. — Fig. 3. Ae. speltoides var. ligustica. — 
Fig. 4. Ae. squarrosa. — Fig. 5. 7. dicoccum 


chromosomes in 7'. aestivum belong to the B genome and our observations 
agree with the conclusion of RiLEy et al. (1958) that the fairly large 
satellites found in Ae. speltoides var. ligustica are similar to those found 
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in varieties of 7’. aestivum. We, however, found considerable differences 
in the arm ratio of the satellite bearing chromosomes in different varieties 
of 7’. aestivum. A comparative study of the satellited chromosomes alone 





Figs. 6 and 7. Somatic chromosomes of T'riticum aestivum varieties. x 1440. Fig. 6. Var. 
C. 591. Note the double constricted sat-chromosomes. — Fig. 7. Var. N.P. 4 


of the different ancestral diploid species and of tetraploid and hexaploid 
wheats, thus, reveals that changes have taken place in the polyploids in 
these chromosomes both with regard to number and structure. 
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Discussion 

Several points of phylogenetic interest emerge from the present study. 
First, there is a close parallelism between the data relating to chromo- 
some length and DNA content thereby suggesting that the DNA content 
per unit length of chromosome is constant in the material studied. Thus, 
differential polyteny which seems to have played a major role in the 
evolution of chromosomal systems in several animals (Mirsky and Ris 
1951; Hugues-ScHRADER and SCHRADER 1956) does not seem to be 
involved in changing the DNA content of nuclei in Triticum and Aegilops 
species. 

Secondly, 7’. monococcum, Ae. speltoides var. ligustica and Ae. squar- 
rosa, the donors of the A, B and D genomes of bread wheat, differ in the 
ratio 1.0: 1.24 and 0.76 and 1.0: 1.16: 0.93 as regards total chromosome 
length and DNA content per nucleus respectively. Sears (1954) has 
calculated the length of each of the 21 chromosomes of the bread wheat 
variety Chinese Spring and the genome to which each of these chromo- 
somes belongs is also known (SEARS 1958). The proportion of the total 
lengths of the chromosomes belonging to the A, B and D genomes, as 
calculated from his data, falls into the ratio 1.0: 1.28: 0.84. This ratio 
is thus very similar to that recorded by comparing the total chromosome 
lengths and DNA content of the species from which these genomes are 
presumed to be derived. These data hence provide additional evidence 
for the correctness of the identification of the chromosomes belonging to 
the different genomes in bread wheat. 

Thirdly, 7’. dicoccum should have more than twice the total length of 
the complement of 7'. monococcum and 7’. aestivum should have thrice 
the length of 7’. monococcum, on the basis of the additive value of the 
chromosome length of the respective genome donors. However, they have 
only 1.5 and 2.0 times respectively the chromatin content of 7’. mono- 
coccum and hence the observed values are considerably less than the 
expected (Fig. 1). Ina synthetic A—B tetraploid, on the other hand, the 
chromosome length and DNA content were much above the values found 
in naturally occurring tetraploids (Fig.1). Since the 7’. aegilopoides 
parent used in this amphidiploid was not available for study, it could 
not be ascertained whether in a newly synthesized polyploid, the chromo- 
some lerigth and DNA content would represent the sum of the values 
found in the parental species. It, is however, clear from the data that 
chromosome diminution has occurred during the evolution of emmer and 
bread wheats subsequent to polyploidization. The extent of chromatin 
elimination appears to have been similar in the chromosomes belonging 
to the different genomes since the ratio in the lengths of the chromosomes 
belonging to the A, B and D genomes of Chinese Spring is the same as 
that found in the present day varieties of the ancestral diploid species. 
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Finally, the karyotypes of 7. monococcum, Ae. speltoides and Ae. 
squarrosa all belong to the 1a category i.e., they are the most symmetrical 
among the different types recognized in this system of classification. The 
tetraploid wheats had the 2a type of karyotype which indicates a greater 
degree of asymmetry with regard to arm ratio. The hexaploid wheats 
were of the 2b type i.e., they differed from the diploids both in the ratio 
between the longest and shortest chromosomes in the complement as 
well as in the relative lengths of the short and long arms of individual 
chromosomes. Thus, the diploid species had the most symmetrical and 
the hexaploid bread wheat, the most asymmetrical karyotype among 
the material studied. Tetraploid emmers and hexaploid bread wheat 
differed only in the length of different chromosomes. The differences 
in all cases are not very prominent and the species did not fall into 
strikingly different categories. These data suggest that during evolution 
of the karyotype of polyploid wheats the most prominent change has 
been the elimination of chromosome segments. Concurrently or conse- 
quentially slight changes in centromere position have also taken place. 
The extent of chromosome elimination observed is about 33 percent of 
the expected total length. Kosrorr (1938) has observed heterochromatic 
segments in the terminal regions of all the chromosomes of 7’. monococcum 
but we have so far not been able to detect distinct and prominent hetero- 
chromatic regions in the chromosomes of any T'riticum species. In the 
many cells studied at interphase and resting stage for DNA content, 
no distinct chromocentre was visible. Also, the DNA content per a unit 
length of chromosome was constant. It hence seems likely that the 
eliminated segments are not solely heterochromatic regions. 

The high degree of elimination of chromosomal material found in 
polyploid Triticum species is of much genetic significance and has 
obviously been facilitated by the existence of a considerable homology 
among the chromosomes belonging to the different genomes. SEARS (1952) 
has shown that each of the seven groups of homoeologous (or partly homo- 
logous) chromosomes in bread wheat consists of one chromosome each 
from the genomes A, B and D. RiLEy and CHAPMAN (1958) and SEARS 
and OxamoTo (1958) have demonstrated the presence of a gene system 
on chromosome 5 B of 7’. aestivum which restricts pairing to chromo- 
somes that are completely homologous, thus causing hexaploid wheat to 
behave cytologically like a diploid. Since this chromosome has been 
shown by OxaMoTo (1957) to belong to the B genome, the genetic system 
restricting pairing must have been evolved first in the tetraploids. As 
another step in the direction of achieving functional diploidy which, in 
view of its relationship to seed fertility, has considerable selection value 
in a seed propagated annual, loss of some of the non-specific and duplicate 
chromosome segments could have taken place. From the extent of inci- 
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dence of this process, we believe that chromosome elimination might 
have played a very important role in the diploidization of polyploid 
Triticum species. Seen in this light, the occurrence of 3 to 4 bivalents 
per cell in hybrids between diploid wheat and Ae. squarrosa and between 
diploid wheat and Ae. speltoides and the absence of multivalents in the 
present day polyploids becomes additionally explicable. In synthetic 
amphidiploids, such as the one studied by us, the entire original chromo- 
some sets are present and as a consequence, they give rise to varying 
degrees of multivalent formation. KtHara and LILIENFELD (1932), SEARS 
(1941), Bett and Sacus (1953), SaRKAR and STEBBINS (1956), RitEy etal. 
(1958) and several others have discussed the nature of chromosome 
associations in interspecific hybrids and synthetic amphidiploids in 
Triticinae. Their data clearly reveal that the synthetic hybrids do not 
completely simulate both in morphological characters and meiotic 
behaviour, the naturally occurring polyploid wheats thereby indicating 
that many changes must have occurred in the original A, B and D 
genomes subsequent to their incorporation in tetraploid and hexaploid 
wheats. 

Since some degree of diversity in karyotype occurs even at the intra- 
specific level, primitive strains were as far as possible chosen for the 
present study. Subject to minor variations, the broad trend of chromo- 
some diminution may hence be characteristic of the species and not 
merely of the varieties studied. Detailed studies may reveal more marked 
differences in karyotypes among hexaploid wheats than among the tetra- 
ploids in which the scope for further chromosome elimination may be 
more limited. This inference is supported by (a) the finding of BHapurt 
and GuHosH (1955) and BHapuRI and NATARAJAN (1956) of very distinct 
karyotypic features in hexaploid wheat varieties and species; (b) the 
difficulty experienced in obtaining viable monosomics and nullisomics 
in tetraploid wheat in contrast to the ease with which they can be isolated 
in hexaploids and (c) the relative rarity of mutations associated with 
chromosomal changes in tetraploid wheats in radiation experiments 
(NATARAJAN ef al., 1958). The fact that even subsequent to the evolution 
of the multivalent suppressor gene system (which presumably has been 
brought into bread wheat from the tetraploids) chromosome elimination 
has taken place in bread wheat suggests that this process has a positive 
selection value. In contrast to the multivalent suppressor gene mecha- 
nism, which can only bring about a cytological behaviour analogous to 
that found in diploids, elimination of duplicate chromosome segments 
would result in both genetic and cytological diploidization and would 
consequently be a more effective method of creating and stabilising 
phenotypic diversity in polyploids derived from species with not totally 
different genomes. A combination of both these mechanisms, as appears 
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to have happened in tetraploid and hexaploid wheats, would undoubt- 
edly be the most advantageous mode of attaining functional diploidy 
since it would then permit a synthesis of the favourable features of both 
auto- and allo-polyploidy, while eschewing the handicaps of either. 


Karyotype re-patterning is a well-established and important evolu- 
tionary mechanism (STEBBINS 1950). Loss of extensive chromosome 
material without any alteration in the chromosome number might have 
taken place among polyploid wheats as one way of achieving the charac- 
teristics and selective advantages of a functional diploid without fore- 
going the privileges of hybridity. On this view, this process could be 
expected to be widely prevalent among polyploid plants and would merit 
critical study. 


Summary 


1. The length of the chromosome complements of 7’. monococcum, 
Ae. speltoides var. ligustica and Ae. squarrosa, the donors of the A, B and 
D genomes respectively of 7’. aestivum, varied in the ratio 1.0: 1.24 : 0.76. 
The proportion of the total lengths of the chromosomes belonging to the 
A, B and D genomes in the bread wheat variety Chinese Spring, as calcu- 
lated from the data of Sears (1954), also falls into a similar ratio 
(1.0 : 1.28 : 0.84). 

2. T'. monococcum, T. dicoccum and T’. aestivum differed in the pro- 
portion 1.0: 1.5: 2.0 as regards chromosome length and not as 1.0: 2.24: 
3.0 as would be expected from the additive value of the total chromosome 
length of the concerned genome donors. 


3. The DNA content of individual nuclei in the species studied varied 
in proportion to chromosome length, thus indicating that the DNA 
content per unit length of chromosome is constant in the material studied. 


4. The type of karyotype asymmetry in the different Triticum anc 
Aegilops species was classified according to the scheme of STEBBINS 
(1958). The diploid species had the most symmetrical and the hexaploids, 
the most asymmetrical karyotype. No prominent heterochromatic seg- 
ment could be detected in any of the species. 


5. The data indicate that a considerable degree of elimination of 
chromosomal material has taken place in tetraploid and hexaploid 
wheats subsequent to their origin. It is suggested that this might have 
been an important factor in the conversion of tetraploid and hexaploid 
wheats into functional diploids. A combination of the multivalent gene 
suppressor system and chromosome elimination appears to have led to 
a synthesis of the advantageous features of auto- and allo-polyploidy 
in tetraploid and hexaploid wheats. 


bo 
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WEITERE UNTERSUCHUNGEN ZUR GENOMSONDERUNG 
I. MODELLVERSUCHE ZUM PHANOMEN DER GENOMSONDERUNG 
Von 
EBERHARD GLAss 
Mit 2 Textabbildungen 
(Eingegangen am 1. Februar 1961) 


Einleitung 

Zytologische Untersuchungen haben gezeigt, daB in der Rattenleber 
die Chromosomen innerhalb einer Mitose je nach Ploidiegrad gelegentlich 
in zwei oder mehrere, réumlich voneinander. getrennte Chromosomen- 
gruppen gesondert sind (GLAss 1956, 1957; 1958). Da in giinstigen Fallen 
nachgewiesen werden konnte, daB es sich dabei jeweils um die Sonderung 
kompletter haploider Chromosomensatze handelte, bezeichneten wir 
diesen Zustand der Metaphasechromosomen als Genomsonderung 
(GLAss 1956), ein Ausdruck, der von BaveEr (1943) gepragt wurde, um 
die von SUOMALAINEN (1940) in der Meiosis von polyploiden partheno 
genetischen Riisselkafern beobachteten speziellen Chromosomen-Grup- 
pierungen zu charakterisieren. 

Gegen unsere Befunde wurde vor allem von STERN (1958) eingewandt, 
daB es sich hierbei um Quetschartefakte handeln kénne und da in den 
beigefiigten Mikrophotographien die Trennungslinie zwischen den beiden 
Genomen auch so gelegt werden kénne, dal keine Genomsonderung 
zustande kommt. 

Um festzustellen, welche Verainderungen zunachst durch das Quet- 
schen hervorgerufen werden kénnen, haben wir Modellversuche durch- 
gefiihrt und als Vorlage hierfiir die Chromosomen der Wurzelspitzen von 
Bellevalia romana (2n==8) gewahlt, einem Objekt. in dem wir eben- 
falls Mitosen mit Genomsonderungen festgestellt haben (vgl. die folgende 
Arbeit). 


Material und Methode 


Bellevalia romana besitzt 2 x 4 identifizierbare Chromosomen (DARLINGTON 
1926); als Modeile fertigten wir daher kleine Gelatinewiirfel an und betteten in diese 
jeweils 4 verschiedene gefarbte Wollfadenpaare ein. 

Unserer Fragestellung entsprechend wahlten wir verschiedene Ausgangslagen. 
In 3 Ausgangslagen sind die Chromosomen alle in gleichem Abstand voneinander 
in der Aquatorialebene angeordnet, in zwei weiteren wurde eine 4:4-Gruppierung ge- 
wahlt. Jede Ausgangslage unterscheidet sich von der anderen durch die Anordnung 
der Chromosomen, wie aus Abb. | ersichtlich ist. 
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Ausgangslage 1: ohne Gruppierung, ohne Symmetrieachse. Anordnung der 
Wollfaden im Uhrzeigersinn ADBDCCBA. Die Wollfaden sind alle in gleichem 
Abstand voneinander angeordnet, d.h. es ist keine Gruppierung vorhanden. Legt 
man durch diese Chromosomenanordnung Ebenen, die jeweils 4 Wollfaden vonein- 
ander trennen, dann ist die Anordnung der Wollfaden so gewahlt, da8 keine Sym- 
metrieachse fiir eine Genomsonderung, d.h. fiir eine Sonderung in zwei, jeweils die 
4 verschiedenen ,,Chromosomen“ eines Genoms enthaltende Gruppen vorhanden ist. 

Ausgangsiage 2: ohne Gruppierung, eine Symmetrieachse (s. gestrichelte 
Trennungslinie in Abb. 1, Nr. 2). Anordnung der Wollfaden im Uhrzeigersinn 


Ea if ea 
Pw Pe ae i. 


Abb. 1. Die Anordnung der Chromosomen in den verschiedenen Ausgangslagen 


ACDCADBB. Eine derartige Anordnung, bei der alle Chromosomen denselben Ab- 
stand voneinander besitzen, die Chromosomen aber durch eine oder mehrere 
(s. Ausgangslage 3) Symmetrieachsen in die beiden, raumlich nicht voneinander ge- 
trennt liegenden Genome gegliedert werden kénnen, bezeichnen wir als ,,latente 
Genomsonderung“. 

Ausgangslage 3: ohne Gruppierung, viele (4) Symmetrieachsen. Anordnung 
der Wollfaden im Uhrzeigersinn ABCDABCD. Bei dieser Anordnung kénnen durch 
simtliche 4 mdéglichen Symmetrieachsen die beiden homologen Chromosomen- 
gruppen voneinander getrennt werden. 

Ausgangslage 4; 4:4-Gruppierung, ohne Symmetrieachse. Anordnung der 
Wollfaiden im Uhrzeigersinn DBDC+CBAA. Diese und die folgende Ausgangs- 
lage unterscheidet sich grundsiatzlich von den bisherigen durch ihre Gruppenbildung, 

’ d.h., die Wollfaden sind nicht mehr in gleichem Abstand voneinander angeordnet, 
sondern jeweils in zwei raumlich voneinander deutlich zu unterscheidende Gruppen 
getrennt (s. Abb. 1). In beiden Fallen wahlten wir aus den vielen Méglichkeiten 
einer Gruppierung eine Sonderung in zwei zahlenmaBig gleichgroBe Chromo- 
somengruppen (4: 4). 
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Ziehen wir, ohne Riicksicht auf die Gruppierung, die méglichen Symmetrie- 
ebenen, dann enthalt die vorliegende Ausgangslage keine Symmetrieachse fiir eine 
Genomsonderung. 

Ausgangslage 5: 4:4-Gruppierung als echte Genomsonderung. Anordnung der 
Wollfiden im Uhrzeigersinn ABCD+ ABCD. Neben dieser einen Achse, welche 
die 2 Gruppen trennt, sind noch 3 weitere Ebenen vorhanden, durch die wohl eine 
4:4-Gruppierung, aber keine Genomsonderung mehr zustande kommen kann. 

Ordnet man die Modelle so an, daB die Wollfaden innerhalb der Aquatorial- 
ebene in der jeweils beschriebenen Weise orientiert sind, dann wurden die Ausgangs- 
lagen 1—3 (ohne Gruppierung) aus folgenden Richiungen gequetscht (s. Abb. 2): 
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Abb. 2. Verschiedene Quetschrichtungen bei Ausgangslagen ohne Gruppenbildung. J senk- 
recht zur Aquatorialebene; 2 parallel zur Aquatorialebene, a Wiirfel auf einer Fliche liegend; 
b Wiirfel auf einer Kante stehend 


1. senkrecht zur Aquatorialebene; 

2. parallel zur Aquatorialebene a) Wiirfel auf einer Flache liegend; b) Wiirfel 
auf einer Kante stehend; 

3. Winkel von 45° zur Aquatorialebene. 

Die Ausgangslagen 4 und 5, die jeweils eine 4:4-Gruppierung enthalten, wurden 
aus folgenden Richtungen gequetscht: 

1. senkrecht zur Aquatorialebene; 

2. parallel zur Aquatorialebene a) Sonderungsebene parailel zur Druckrichtung; 
b) Sonderungsebene im Winkel von 45° zur Druckrichtung (Kante); c) Sonderungs- 
ebene senkrecht zur Druckrichtung; 

3. Winkel von 45° zur Aquatorialebene a) Sonderungsebene parallel zur Druck- 
richtung; b) Sonderungsebene senkrecht zur Druckrichtung. 

Die Modelle wurden zwischen 2 Glasplatten gequetscht und sofort ausgewertet. 
Es wurde besonders darauf geachtet, daB die Modelle nicht stirker gequetscht 
wurden als es normalerweise bei Wurzelspitzen bzw. bei der Rattenleber der Fall ist. 

Bei der Entscheidung, ob Sonderung oder nicht, wurde ebenso verfahren, wie 
es von zahlreichen Autoren bei den Untersuchungen iiber die reductional group- 
ings im meristematischen Gewebe von Wurzelspitzen durchgefiihrt wurde (Hvs- 
Kins 1948, Huskins u. Coena 1950, Winson u. CHEenG 1949, Herscor 1951. 
Avanzi 1956, SRINIVASACHAR u. PATAU 1958 u.a.). Grenzfille, d.h. Chromosomen- 
anordnungen, bei denen nicht exakt entschieden werden konnte ob Sonderung oder 
nicht, wurden au8er acht gelassen. 
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Gelegentlich waren die Chromosomen so gelagert, daB sie sowohl in zwei wie 
auch in mehr Gruppen getrennt werden konnten. Hierbei entschieden wir uns je- 
weils zugunsten der Zweier-Gruppen, da wir eine weitergehende Sonderung nicht 
im einzelnen verfolgten. Ferner traten auch Chromosomenanordnungen auf, bei 
denen man zwei verschiedene Trennungslinien ziehen konnte, so daB daraus z. B. 
eine 4:4- oder eine 5:3-Gruppierung abgelesen werden konnte je nachdem, wie man 
die Trennungslinie zog. Dies erscheint im ersten Augenblick als unexakt, doch rich- 
tet sich die entscheidende Frage nicht auf die Sonderung in zahlenmaBig gleich 
groBe oder ungleich groBe Chromosomengruppen, sonder auf die gegenseitige Lage- 
beziehung der Chromosomen zueinander und diese wird ja durch die Linienziehung 
nicht verandert. In dem genannten Beispiel liegen auch bei einer 5:3-Gruppierung 
die Chromosomen einander genauso zugeordnet wie bei einer 4:4-Sonderung. 
Insgesamt wurden 1950 Modelle ausgewertet. 


Ergebnisse 

Quetschen wir, gleichgiiltig von welcher Richtung, Modelle, dann 
kann die urspriingliche Anordnung der Chromosomen unverdandert er- 
halten bleiben oder in eine Gruppierung umgeandert werden, wobei eine 
Sonderung in zwei oder mehrere Gruppen stattfinden kann. In den 
vorliegenden Untersuchungen soll nur tiber die Zweier- Gruppen berichtet 
werden, bei denen — rein zahlenmaBig — folgende Sonderungstypen auf- 
treten kénnen: 8:0, 7:1, 6:2, 5:3, 4:4. In allen Ausgangslagen umfaBt 
jeder Sonderungstyp mehrere Méglichkeiten einer Chromosomen- 
kombination, wobei die fiir uns wesentliche 4:4-Gruppierung allein 10 
verschiedene Chromosomenkombinationen aufweist; nur auf eine einzige 
kann der Begriff einer Genomsonderung angewandt werden. 

Da jede Ausgangslage demnach durch ihren Sonderungstyp, d.h. 
die Art und Weise ihrer Gruppenbildung und eine ganz bestimmte 
Chromosomenkombination charakterisiert. ist, haben wir in unseren 
Untersuchungen zweierlei zu unterscheiden: einmal die Trennung in 
rein zahlenmaBig verschieden oder gleich groBe Chromosomengruppen 
— die Sonderungstypen 8:0, 7:1, 6:2, 5:3, 4:4 — und gétrennt davon 
die in den einzelnen Sonderungstypen feststellbaren Chromosomenkom- 
binationen (z.B. 4:4-Gruppierung = AABC + BCDD oder ABCD + 
ABCD usw.). 


I. Die Hiufigkett der einzelnen Sonderungstypen 

a) Ausgangslagen ohne Gruppenbildungen. Fiir die rein zahlenmaBige 
Erfassung der einzelnen Sonderungstypen ist es unwesentlich, wie in 
den Ausgangslagen die Chromosomen in der Aquatorialebene angeordnet 
sind. Im folgenden haben wir daher die Einzelergebnisse zusammen- 
gefaBt und nur die Wirkung der verschiedenen Quetschrichtungen ta- 
bellarisch dargestellt. 

Beim Quetschen senkrecht zur Aquatorialebene wird in allen unter- 
suchten Modellen die urspriingliche Lage der Chromosomen ohne Auf- 
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treten einer réumlichen Sonderung (Sonderungstyp 8:0) unverandert 
beibehalten s. Tabelle 1). Quetschen wir parallel zur Aquatorialebene, 
so bleibt die 8:0-Anordnung nur noch in etwa der Halfte aller Modelle 
erhalten, ebenso ist es, wenn wiz im Winkel von 45° zur Aquatorialebene 
quetschen. Die iibrige Halfte ergibt Gruppenbildungen. Hierbei stimmen 
beide Ergebnisse beim Quetschen parallel zur Aquatorialebene in allen 
Gruppenbildungen gut miteinander iiberein, unterscheiden sich aber 
wesentlich von denen, die beim Quetschen im Winkel von 45° zur Aqua- 
torialebene zustande kommen (s. Tabelle 1). 


Tabelle 1. Der HinfluB der Quetschrichtung auf die Haufigkeit der einzelnen Sonde- 
rungstypen bei Ausgangslagen ohne Gruppenbildung 



































Sonderungstypen 

Quetschrichtung Gesamt 8:0 7:1 | 6:2 | 5:3 | 4:4 

% % % % % 

1. Senkrecht zur Aquatorialebene eee 150 |100,0; — |} —;—] — 

2. Parallel zur Aquatorialebene 

a) Wiirfel auf der Fliche. ...... 300 45,4 | 14,3] 9,3 | 20,0] 11,0 
b) Wiirfel auf der Kante....... 200 51,0 | 15,5} 9,0 | 16,0} 8,5 
3. Winkel von 45° zur Aquatorialebene . . 250 54,0 | 1,6} 3,6 | 17,2 | 23,6 
900 58,1] 8,7] 6,1 | 15,0) 12,1 


Unter insgesamt 900 untersuchten Modellen mit Ausgangslagen ohne 
Gruppierung der Chromosomen, d.h. mit dem Sonderungstyp 8:0, 
wird in etwa 60% der Modelle der urspriingliche Sonderungstyp 8:0 bei- 
behalten und in 40% in eine der Gruppierungen 7:1, 6:2, 5:3, 4:4 um- 
geandert. Wesentlich dabei ist fiir uns, daB eine 8:0-Anordnung durch 
das Quetschen nur in 12% aller Falle in eine 4:4-Gruppierung umgean- 
dert werden kann. 

b) Ausgangslagen mit 4:4-Gruppierungen. Von den hier erfaSten 
beiden Ausgangslagen, einer 4:4-Gruppierung ohne Symmetrieachse zur 
Genomsonderung (Ausgangslage 4) und einer 4:4-Gruppierung als echte 
Genomsonderung (Ausgangslage 5), sei nur die fiir uns wesentliche, die 
Genomsonderung (s. Abb. 1) besprochen, da sich in beiden Ausgangs- 
lagen dieselben Befunde in der Haufigkeit der einzelnen Sonderungs- 
typen ergeben. Achten wir auf die Haufigkeit, mit der der urspriingliche 
Sonderungstyp, in diesem Falle die 4:4-Gruppierung, erhalten bleibt, 
dann lassen sich die 6 verschiedenen Quetschrichtungen in 2 Gruppen 
gliedern: In der ersten Gruppe bleibt die 4:4-Gruppierung sehr gut er- 
halten. Hierher gehéren die Quetschrichtungen senkrecht zur Aquatorial- 
ebene und im Winkel von 45° zur Aquatorialebene, die Sonderungs 
ebene senkrecht zur Druckrichtung, bei beiden bleibt die 4: 4-Gruppierung 
in allen untersuchten Modellen vollstandig erhalten (s. Tabelle 2), ferner 
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die Quetschrichtungen parallel zur Aquatorialebene, Sonderungsebene 
parallel zur Druckrichtung (90%) und Quetschrichtung im Winkel von 
45° zur Aquatorialebene, Sonderungsebene parallel zur Druckrichtung 
(88%). Der zweiten Gruppe, in der die urspriingliche 4:4-Gruppierung 
schlecht erhalten bleibt, gehéren an: die Quetschrichtung parallel zur 
Aquatorialebene, Sonderungsebene im Winkel von 45° zur Druckrichtung 
(24%), und Quetschrichtung parallel zur Aquatorialebene, Sonderungs- 
ebene parallel zur Druckrichtung (19%). 

Betrachtet man die durch das Quetschen hervorgerufenen Veranderun- 
gen des urspriinglichen Sonderungstyps, die abgeainderten Gruppen- 
bildungen 8:0, 7:1, 6:2, 5:3, dann sind auch hier erhebliche Unterschiede 
zwischen den einzelnen Quetschrichtungen vorhanden (s. Tabelle 2). 


Tabelle 2. Der HinfluB der Quetschrichtung auf die Haufigkeit der einzelnen Sonde- 
rungstypen bei der Ausgangslage Genomsonderung 






































Sonderungstypen 
Quetschrichtung Gesamt 8:0 | 7:1 | 6:2 | 5:3 a: 
% % % % % 
1. Senkrecht zur Aquatorialebene . . . . | 100 | — | — | — | — | 100,0 
2. Parallel zur Aquatorialebene 
a) Sonderungsebene parallel zur Druck- 
PUMMENS yal eo Eis re, revstes Jes eee 100 | — 1,0} 5,0} 4,0} 90,0 
b) Sonderungsebene im Winkel von 45° 
zur Druckrichtung .....-.... 150 |28,0| 18,7 | 14,0 | 20,6| 18,7 
c) Sonderungsebene senkrecht zur 
PRMCETIGHUBD S| -5i5:1 0% etsrign . cf eeuiclas 100 |53,0/11,0} 3,0] 9,0} 24,0 
3. Winkel von 45° zur Aquatorialebene 
a) Sonderungsebene parallel zur Druck- 
PIGHGUN Or Foal ds. ad fy 38s) pO eRe ees 100 | — | 3,0] 4,0] 5,0}; 88,0 
b) Sonderungsebene senkrecht zur 
Druckricntuny..|.. «so eee is es 100 | — | — | — | — } 100,0 
650 |14,6| 6,6] 5,1] 7,5| 66,2 


Besonders darauf verwiesen sei, daB die urspriingliche 4:4-Gruppierung 
der Chromosomen auch vollstaéndig verandert werden kann, so daB alle 
Chromosomen beisammenliegen und eine 8:0-Gruppierung zustande 
kommt. Eine derartige Verinderung erhaélt man beim Quetschen der 
Modelle parallel zur Aquatorialebene, Sonderungsebene im Winkel von 
45° zur Druckrichtung (Kante) in 28% aller Falle und beim Druck 
parallel zur Aquatorialebene, Sonderungsebene senkrecht zur Druck- 
richtung sogar in tiber der Halfte aller Fille. 

Im Gesamtergebnis wird beim Quetschen aus 6 verschiedenen Rich- 
tungen bei insgesamt 650 untersuchten Modellen mit einer 4:4-Grup- 
pierung als Ausgangslage in 66% aller Falle diese Gruppierung bei- 
behalten, in 19% in eine der anderen Gruppierungen (7:1, 6:2, 5:3) 
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umgeandert und in weiteren 15% vollig verwischt, wodurch eine Anord- 
nung ohne jegliche Gruppierung entsteht und der Sonderungstyp 8:0 
vorgetauscht wird. 


II. Die Chromosomenkombinationen und ihre Haufigkeit in den einzelnen 
Sonderungstypen 

Wahrend wir im vorhergehenden nur die .Wirkung der verschiedenen 
Quetschrichtungen auf die Haufigkeit der einzelnen Sonderungstypen 
beobachteten, betrachten wir hier bei den verschiedenen Ausgangslagen, 
die sith ja durch die Anordnung der Chromosomen in der Aquatorial- 
ebene unterscheiden, die in den einzelnen Sonderungstypen moglichen - 
Chromosomenkombinationen und deren Haufigkeit. Beim Sonderungs- 
typ 7:1 sind vier verschiedene Chromosomenkombinationen médglich: 
Es kann jeweils eines der Chromosomen A, B, C oder D abgetrennt 
werden; bei einer 6:2-Gruppierung kénnen 10, beim Sonderungstyp 
5:3 16 und bei 4:4 10 verschiedene Chromosomenkombinationen auf- 
treten. Wir haben in allen Ausgangslagen und in allen Sonderungstypen 
die Kombinationsméglichkeiten und deren Haufigkeit festgestellt, be- 
schranken uns aber hier auf die Darstellung der Ergebnisse bei der 
4:4-Gruppierung, da es uns auf diese Gruppierung besonders ankommt. 

Bei Ausgangslage 1, bei der alle Chromosomen im gleichen Abstand 
voneinander in der Aquatorialebene angeordnet sind und keine Symmetrie- 
achse zur Genomsonderung vorhanden ist (s. Abb. 1), finden wir unter 
300 untersuchten Modellen 39, die nach dem Quetschen in eine 4:4-Grup- 
pierung umgewandelt sind (s. Tabelle 3). Betrachten wir die Chromo- 
somenanordnung in dieser Ausgangslage niher, dann kann diese An- 
ordnung durch 4 Ebenen jeweils in verschiedene 4:4-Gruppierungen 
zerlegt werden. Wie aus Tabelle 3 hervorgeht, sind die Chromosomen- 
kombinationen, die aus den méglichen 4 Trennungslinien heraus ent- 
stehen kénnen, besonders haufig, besonders dann, wenn dasselbe Ergebnis 
durch 2 Ebenen erreicht werden kann (s. Chromosomenkombination 
AABD + BCCD in Tabelle 3). Chromosomengruppierungen, die durch 
eine echte Lageveranderung der Chromosomen zustande kommen, sind 
dagegen selten (von 39 4:4-Gruppierungen nur 4). Beachtenswert ist, 
daB die fiir uns wesentliche Genomsonderung, die Chromosomenkombi- 
nation ABCD + ABCD, bei dieser Ausgangslage nicht auftritt (s. Ta- 
belle 3). 

In Ausgangslage 2, ebenfalls ohne Gruppenbildung, aber mit einer 
Symmetrieachse, d. h. mit einer latenten Genomsonderung, ent- 
halten 50 Modelle eine 4:4-Gruppierung nach dem Quetschen. Hier tritt 
nun neben den tibrigen, durch die méglichen Trennungsebenen festge- 
legten Sonderungen auch die Genomsonderung ABCD + ABCD in Er- 
scheinung und zwar in dem AusmaB, wie es ihr bei vier méglichen Tren- 
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nungsebenen zukommt, also im Verhiltnis 
3:1 (s. Tabelle 3). Gruppierungen mit echten 
Lageverschiebungen der Chromosomen sind 
auch hier sehr selten (2 von 50). 


ABCD 








Bei der letzten Ausgangslage ohne Grup- 
pierung (Nr. 3), aber mit vielen, d.h. 4 Sym- 
metrieachsen (= latenten Genomsonde- 
rungen), kénnen durch alle Trennungsebenen 
einer 4:4-Gruppierung Genomsonderungen 
zustande kommen. Wie die Ergebnisse zeigen, 
tritt die Genomsonderung nach dem Quet- 
schen dieser Ausgangslage auch am haufigsten 
auf (s. Tabelle 3). Auch hier findet nur in 
5 Fallen eine echte Lageverschiebung der 
Chromosomen statt. 


ACCD | ABDD| ABCD 
4 











AABD| AACD | ABBC|ABBD| ABCC 
ACDD 
10 
1 





‘ 
J 


BCDD| BCCD | BBCD 
16 
1 
6 
1 





Ausgangslage 4, bei der die Chromosomen 
bereits von Anfang an in zwei zahlenmaBig 
gleich groBe Gruppen gesondert, dabei jedoch 
so angeordnet sind, daf keine Symmetrie- 
achse zur Genomsonderung vorhanden ist, 
umfaBt 210 Modelle, in denen auch nach 
dem Quetschen eine 4:4-Gruppierung er- 
halten bleibt. Von den 10 méglichen Chromo- 
somenkombinationen einer 4:4-Gruppierung 
ist dabei fast ausschlieBlich nur die urspriing- 
liche Chromosomenkombination der Zweier- 
Gruppierung (AABC + BCDD) realisiert 
(95%). Die restlichen 5% verteilen sich auf 
die drei titbrigen Chromosomenkombinationen, 
die auf Grund der Chromosomenanordnung 
in der Ausgangslage bei einer 4:4-Gruppie- 
rung theoretisch méglich sind. Obwohl ins- 
gesamt 210 4:4-Gruppierungen untersucht 
wurden, fand sich nach dem Quetschen obiger 
Ausgangslage keine Genomsonderung (s. Ta- 
belle 3). 


Betrachten wir nun noch die Ergeb- 
nisse in Ausgangslage 5, in der von Anfang 
an zwei homologe Chromosomensatze geson- 
dert ins Modell eingelegt wurden, dann 
wird diese Genomsonderung in 211 von 
220 Fallen einer 4:4-Gruppierung unver- 








AABB| AACC | AADD]| AABC 
CCDD | BBDD| BBCC 
1 





4:4- 
Gruppierungen 
insgesamt 

39 
50 
20 
10 
220 





ymmetrieachsen . 


Symmetrieachse . 


4:4-Gruppierung, eine Symmetrieachse 


Tabelle 3. Die Chromosomenkombinationen und ihre Héufigkeit in 4:4-Gruppierungen bei verschiedenen Ausgangslagen 
Ausgangslage 


(Genomsonderung) 








Ohne Gruppierung, ohne Symmetrieachse 
Ohne Gruppierung, eine Symmetrieachse 


Ohne Gruppierung, viele (4) S 
4:4-Gruppierung, ohne 
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andert beibehalten, obwohl auch hier auf Grund der Chromosomenan- 
ordnung in der Ausgangslage neben dieser Genomsonderung (ABCD + 


ABCD) noch drei weitere 4:4-Gruppierungen auftreten kénnen. 


Schlu8betrachtungen 

In der vorliegenden Arbeit haben wir an Hand von Modellen fest- 
gestellt, welchen Einflu8 das Quetschen auf exakt definierbare Chromo- 
somenanordnungen ausiibt. Wir untersuchten 5 Ausgangslagen, die sich 
durch den Abstand der Chromosomen (Gruppierung oder nicht Gruppie- 
rung) sowie die Anordnung der Chromosomen in der Aquatorialebene 
voneinander unterschieden und quetschten diese von verschiedenen 
Richtungen. Im folgenden beschranken wir uns auf die Besprechung 
der Genomsonderung als Beispiel einer 4:4-Gruppierung, da wir die 
Sonderung homologer Chromosomensatze in der Rattenleber genauer 
bearbeitet haben (GiAss 1956, 1957, 1958). Fiir unsere Fragestellung 
ergeben sich somit aus den Modellversuchen folgende Befunde: 

Quetschen wir — gleichgiiltig aus welcher Richtung — Ausgangs- 
lagen, in denen die Chromosomen alle in gleichem Abstand voneinander 
angeordnet sind, dann kann nur in 12% aller Falle durch das Quetschen 
eine 4:4-Gruppierung zustande kommen. Ob unter den dabei méglichen 
10 verschiedenen Chromosomenkombinationen eine Genomsonderung, 
d.h. eine Sonderung in zwei homologe Chromosomensaétze (ABCD + 
ABCD) auftritt, hangt allein von der Anordnung der Chromosomen in 
der Ausgangslage ab. Sind in der Ausgangslage die Chromosomen so an- 
geordnet, daB bei einer 4:4-Gruppierung keine Symmetrieachse fiir eine 
Genomsonderung vorhanden ist, dann kann durchs Quetschen auch keine 
Genomsonderung zustande kommen; sind in der Ausgangslage dagegen 
eine oder mehrere Symmetrieachsen (= latente Genomsonderungen 
s. S. 411)'vorhanden, dann kénnen diese durch das Quetschen manifest 
werden, und zwar in einem Umfang, der durch die Zahl der latenten 
Genomsonderungs-Achsen bestimmt wird. 

Entscheidend dabei ist, daB durch das Quetschen einer Ausgangslage 
ohne Gruppenbildung — gleichgiiltig ob mit einer oder mehreren latenten 
- Genomsonderungen — in keinem Falle mehr als 3% Genomsonderungen 
zustande kommen kénnen, d.h. die Wahrscheinlichkeit, durchs Quet- 
schen aus einer ,,normalen‘‘ Metaphase eine Metaphase mit Genomsonde- 
rung zu erhalten, ist sehr gering. 

Quetschen wir eine Ausgangslage, in der die Chromosomen von An- 
fang an in 2 Vierer-Gruppen getrennt sind, dann bleibt die 4:4-Gruppie- 
rung nur in 66% der Faille erhalten. Auch hier entscheidet die Ausgangs- 
lage dariiber, welche der 10 méglichen Chromosomenkombinationen 
realisiert weren. Enthalt z.B. die Ausgangslage als 4:4-Gruppierung eine 
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Genomsonderung (ABCD + ABCD), dann wird diese Genomsonderung 
auch in 95% aller Falle unverandert beibehalten, d.h. die nach dem 
Quetschen tibriggebliebenen 66% der urspriinglichen 4:4-Gruppierung 
enthalten fast ausschlieBlich die ins Modell eingelegte Chromosomen- 
anordnung. 

Die wesentlichsten Befunde dieser Untersuchungen liegen demnach 
darin, daB wir mit unseren Modellversuchen vor allem in der Genom- 
sonderung ein Hilfsmittel gefunden haben, das uns Riickschliisse auf 
die Anordnung der Chromosomen vor dem Quetschen erlaubt, den eine 
Genomsonderung kann durch das Quetschen nur dann realisiert werden, 
wenn die gegenseitige Lagebeziehung der Chromosomen in der Ausgangs- 
lage eine Genomsonderung tiberhaupt zulaBt. 

Wir haben es daher jetzt mit einer gegeniiber unseren friiheren 
Arbeiten (GiAss 1956, 1957, 1958) etwas verschobenen Fragestellung 
zu tun, denn an Stelle der Frage: Welche raumlich voneinander getrennt 
liegenden Gruppen bilden die Metaphasechromosomen, tritt nun die 
neue Frage: Wie sind die Chromosomen in der Aquatorialebene angeord- 
net ? Die Besonderheit unserer Modellversuche liegt nun darin, daB wir 
mit unseren Modellen beide Fragen beantworten kénnen, denn die Aus- 
gangslage, d.h. die Anordnung der Chromosomen in der Aquatorial- 
ebene vor dem Quetschen, ist bekannt, die Quetschrichtung ist bekannt 
und die Endlage, d.h. die Lagerung der Chromosomen nach dem Quet- 
schen ist feststellbar. Als Endergebnis auf unsere Frage hinsichtlich der 
speziellen Ausgangslage Genomsonderung, in der die Chromosomen 
schon vor dem Quetschen in 2 Genome latent oder ausgepraigt gesondert 
sind, ergibt sich, daB diese Chromosomenanordnung auch nach dem Quet- 
schen auftritt, lediglich der Abstand der beiden homologen Chromosomen- 
gruppen und gelegentlich der einzelner Chromosomen ist variabel. 

Mit diesen Befunden kann auch der Kritik von STERN (1958) ent- 
gegengetreten werden, dessen Einwande sich in erster Linie dagegen 
richten, daB es sich bei dem von uns in der Rattenleber postulierten. 
Phainomen der Genomsonderung um Quetschartefakte handeln kénne 
und wir eine willkiirliche Grenzziehung zwischen den Chromosomen- 
gruppen durchgefiihrt hatten. Sofern Modellexperimente Aussagen iiber 
Verhiltnisse in Quetschpréparaten zulassen, geht doch aus ihnen hervor, 
da8 — im Hinblick auf die Genomsonderung — durchs Quetschen nur 
bereits vor dem Quetschen schon vorhandene und damit reale Chromo- 
somenanordnungen als Genomsonderung erfaBt werden. Auch bei einer 
nicht ganz eindeutigen Trennung der Chromosomengruppen wird zu- 
mindest die latente Genomsonderung auch im Quetschpraparat erkenn- - 
bar, als Ausdruck eben dieser speziellen Chromosomenanordnung in der 


Ausgangslage. 
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Zusammenfassung 

1. Um festzustellen, welchen EinfluB das Quetschen auf exakt de- 
finierbare Chromosomenanordnungen ausiibt, wurden Modellversuche 
durchgefiihrt. Dabei wurden 5 Ausgangslagen, die sich durch den Ab- 
stand der Chromosomen (Gruppierung oder nicht Gruppierung) sowie die 
Anordnung der Chromosomen in der Aquatorialebene unterschieden, von 
4 bzw. 6 verschiedenen Richtungen gequetscht und besonders darauf 
geachtet, ob und wann eine Genomsonderung (4:4-Gruppierung = 
ABCD + ABCD) zustande kommt. 

2. Bei Ausgangslagen, in denen die Chromosomen alle in gleichem 
Abstand voneinander in der Aquatorialebene angeordnet sind (Sonde- 
rungstyp 8:0) kann durchs Quetschen nur in 12% aller Falle eine 4:4- 
Gruppierung zustande kommen. Bei Ausgangslagen mit einer Sonderung 
nach 4:4 bleibt diese Gruppierung nach dem Quetschen in 66% aller 
Fille erhalten. 

3. Ob durch das Quetschen eine Genomsonderung zustande kommt, 
hangt nicht vom Sonderungstyp (8:0 oder 4:4) ab, sondern allein von 
der Anordnung der Chromosomen in der Ausgangslage. Eine Genom- 
sonderung (ABCD + ABCD) kann durch das Quetschen nur dann zustande 
kommen, wenn bereits vor dem Quetschen die Chromosomen beider Ge- 
nome, latent oder ausgepragt, durch eine oder mehrere Sonderungs- 
achsen voneinander getrennt sind. 

4. Es wird somit festgestellt, daB durchs Quetschen in den meisten 
Fallen nur bereits schon vor dem Quetschen vorhandene Chromosomen- 
anordnungen als Genomsonderung im Quetschpraparat erfaBt werden; 
es ist daher erlaubt, aus der Anordnung der Chromosomen in Quetsch- 
praparaten Riickschliisse auf die urspriingliche Chromosomenanordnung 
zu ziehen. 
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WEITERE UNTERSUCHUNGEN ZUR GENOMSONDERUNG 
II. DIE ANORDNUNG DER CHROMOSOMEN IN DEN WURZEL- 
SPITZENMITOSEN VON BELLEVALIA ROMANA* 

Von 
EBERHARD GLAss 
Mit 2 Textabbildungen 
(Eingegangen am 1. Februar 1961) 


Einleitung 

In der vorhergehenden Arbeit (GuAss 1961) haben wir Modell- 
versuche zum Phanomen der Genomsonderung (GuLAss 1956, 1957, 
1958) durchgefiihrt und hierfiir die Chromosomen von Bellevalia romana 
als Vorbild genommen. Als Hauptbefund ergab sich dabei, daB das von 
uns in Quetschpraparaten als ,,Genomsonderung‘ postulierte Phinomen 
(GuAss 1956) eigentlich sekundérer Natur ist; wesentlich ist vielmehr, 
daB sich aus der Anordnung der Chromosomen in den Quetschpraparaten 
Riickschliisse auf die gegenseitige Anordnung der Chromosomen in der 
Ausgangslage ziehen lassen. Zumindest in unseren Modellen, in denen die 
Orientierung der Chromosomen in der Ausgangslage bekannt ist, ebenso 
die Quetschrichtung, und die Endlage nach dem Quetschen festgestellt 
werden kann, 1a8t sich nachweisen, welche Chromosomen bei einer gege- 
benen Gruppierung durch das Quetschen zu Gruppen vereinigt werden 
und welche nicht. Auf Grund dieser Ergebnisse war es fiir uns von besonde- 
rem Interesse, die Anordnung der Chromosomen in den Wurzelspitzen- 
mitosen von Bellevalia romana selbst zu untersuchen, bei denen wir — 
im Gegensatz zu den Modellen — nur die Anordnung der Chromosomen 
nach dem Quetschen kennen, dagegen nichts iiber die urspriingliche Aus- 
gangslage wissen. 

DaB es in den Mitosen von Wurzelspitzen zu Chromosomengruppie- 
rungen kommen kann, ist seit den Untersuchungen von NEmEc (1904) 
bekannt. Eingehende Untersuchungen wurden jedoch erst von Huskins 
(1948) durchgefiihrt, nachdem er in Wurzelspitzen von Alliwm cepa und 
Rhoeo discolor (Huskins und StTErnitz 1948) Zellen mit haploiden Ker- 
nen festgestellt und diese mit dem Phanomen der somatischen Reduktion 
(BERGER 1938) in Zusammenhang brachte. Huskrins fand in seinem 
Material Mitosen, deren Chromosomen ,,in zwei (oder mehr) zahlenmaBig 
gleichgroBe oder ungleichgroBe Gruppen getrennt waren“ und bezeich- 


* Herrn Prof. Dr. Fr. OEHLKERS zum 70. Geburtstag gewidmet. 
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nete diese als ,,reductional groupings“. In mehreren Arbeiten wurde fest- 
gestellt, da&B normalerweise nur eine geringe Anzahl von reductional 
groupings vorkommt (1—2%), daB sich deren Anzahl aber durch Na- 
triumnukleat und Kalte auf das 2—3fache erhdhen léBt. Witson und 
CHENG (1949) sowie PATav und STEINITz (1952) stellten dabei fest, daB 
zahlenmaBig gleichgroBe Chromosomengruppen 6fters vorkommen als es 
dem Zufall entspricht. Unter diesen wiederum sollen jene mit einer 
Sonderung in ganze haploide Chromosomensatze haufiger als erwartet 
auftreten. 


Da diese ,,Genomsonderung“ bei einem tierischen Organ, der Ratten- 
leber, eine entsprechende Rolle bei der Zusammensetzung und Verande- 
rung des dort vorhandenen Mitosemusters spielen diirfte (GLAss 1956, 
1957, 1958, 1960, Marquarpt und GLAss 1957), haben wir uns in der 
vorliegenden Arbeit mit der Genomsonderung bzw. der Anordnung 
der Chromosomen in den Metaphasen der Wurzelspitzenmitosen von 
Bellevalia romana besonders befaBt. 


Material und Methode 


Von mehreren Bellevalia romana-Pflanzen wurden die Wurzeln entfernt und die 
Pflanzenzwiebeln einzeln so auf Erlenmeyerkolben gesetzt, daB die sich in den Kol- 
ben befindende Knopsche Nahrlésung die Pflanzenzwiebeln bedeckte. Unter Ge- 
wachshausbedingungen entwickelten sich in etwa 3—5 Tagen geniigend neue 
Wurzeln, die nun untersucht wurden. 

In unseren Quetschpraparaten wurden nur Metaphasen ausgewertet, deren 
Chromosomen alle genau analysiert werden konnten. Um die Auswertung zu er- 
leichtern, wurden die Wurzelspitzen mit einer 1,2 %igen 8-Oxychinolinlésung iiber 
4 und 6 Std vorbehandelt, andere erhielten einen Kalteschock (+ 4° C) iiber 48 Std. 
Fixiert und gleichzeitig gefarbt wurde in einem Gemisch von Carnoy (3:1) zu Essig- 
siurekarmin im Verhaltnis 2,5:1. 

Statistik. — Die Erwartungswerte fiir die Haufigkeit der verschiedenen Sonde- 
rungstypen (8:0, 7:1, 6:2, 5:3, 4:4) wurden mit Hilfe der Binomial- oder Bernoulli- 
Verteilung (WEBER 1948) errechnet. Hierbei wird festgestellt, wie haufig in einer 
Stichprobe (Ereignisreihe) ein bestimmtes Merkmal auftritt. 

Die hypergeometrische Verteilung (FisHER 1932), mit deren Hilfe wir die theo- 
retische Haufigkeit der verschiedenen Chromosomenkombinationen errechnet haben 
(4:4 = ABCD + ABCD oder AABD + BCCD usw.), beruht auf einem ahnlichen 
Prinzip wie die Binomial-Verteilung. Bei einer 4:4-Gruppierung gibt es 10 verschie- 
dene Méglichkeiten einer Chromosomenkombination (s. Tabelle 2), wobei fiir die 
hypergeometrische Verteilung nur wesentlich ist, wie viele Variable (Elemente) in 
diesen Chromosomenkombinationen bzw. -gruppen vorhanden sind. Unsere 10 
Chromosomenkombinationen zerfallen demnach in 3 Gruppen: Eine enthalt in den 
beiden Vierer-Gruppen jeweils 4 verschiedene Elemente (die Chromosomenkombina- 
tion ABCD + ABCD = Genomsonderung), eine zweite Gruppe umfaBt die 6 Chromo- 
somenkombinationen mit je drei verschiedenen Elementen innerhalb der Vierer- 
Gruppen (z.B. AABC -++- BCCD oder ABBC + ACDD), und die dritte Gruppe ent- 
halt 3 Chromosomenkombinationen mit jeweils nur zwei verschiedenen Elementen 
innerhalb der Vierer-Gruppen (z.B. AABB + CCDD). Bei der hypergeometrischen 
Verteilung wird nun berechnet, wie oft innerhalb einer Vierer-Gruppe die Chromo- 
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somen untereinander ausgetauscht werden kénnen. Es versteht sich von selbst, 
daB bei 4 Variablen wesentlich mehr Kombinationsméglichkeiten vorhanden sind 
als bei 3 oder gar bei nur 2 Variablen. Da alle 3 Gruppen dasselbe Bezugssystem 
haben und derselben Ganzheit angehéren, wird verstandlich, warum der Erwartungs- 
wert der Chromosomenkombination AABC + BCDD z.B. héher liegt als jener von 
AABB + CCDD, und wieso wir bei der 4:4-Gruppierung trotz 10 verschiedener 
Chromosomenkombinationen nur drei verschiedene Erwartungswerte vorfinden. 


Experimenteller Teil 
I. Die differentiellen Segmente von Bellevalia romana 
Fir unsere Problemstellung ist es unerlaéBlich, die genaue Chro- 
mosomenmorphologie der Einzelchromosomen zu kennen. Untersuchun- 
A B C D gen hiertiber wurden von Dar- 
LINGTON (1926) an Hand von 
Schnittpraparaten durchge- 
fiihrt und die der GréBe nach 
geordneten Chromosomen des 
haploiden Satzes mit A, B, 
C, D bezeichnet. Als weiteres 


| morphologisches Charakte- 
° 
aa 


a 


ristikum diente die Lage der 
Insertionsstellen, die von Dar- 
LINGTON bei den A-Chromo- 
somen submedian, B-Chromo- 
somen subterminal, C-Chromo- 
somen subterminal und D- 
Chromosomen submedian an- 
gegeben wird. MARQUARDT 
(1938) untersuchte demgegeniiber in Schmierpraparaten die haploiden 
Pollenkornmitosen und bestimmte neben der absoluten Chromosomen- 
linge auch die relative Chromosomenlinge. 

Trotz der morphologischen Differenzen zwischen den einzelnen 
Chromosomen von Bellevalia romana bestehen — besonders bei den di- 
ploiden Mitosen der Wurzelspitzen — immer wieder Schwierigkeiten, die 
sich in ihrer Lange und Morphologie nur wenig voneinander unterschei- 
denden Chromosomen C und D einwandfrei auseinander zu halten. Wir 
haben daher versucht, durch Vorbehandlung mit 8-Oxychinolin sowie 
durch einen Kalteschock auf den Chromosomen differentielle Segmente 
auszulésen (s. DARLINGTON u. LA Cour 1940, GuittEeR 1940, Taro u. 
Levan 1950, BootHroyp 1953, YamMAsAKI 1956), und unsere Befunde an 
den diploiden Wurzelspitzenmitosen in Abb. 1 zusammengefaBt. (Der Ab- 
bildung liegen die relativen Lingenmessungen von MARQUARDT zugrunde.) 

A-Chromosom: Insertion submedian, kurzer Schenkel (Satelliten- 
schenkel) mit 4 differentieller. Segmenten: distal, median, submedian, 
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Abb. 1. Die differentiellen Segmente der Wurzel- 
spitzenchromosomen von Bellevalia romana 
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proximal; langer Schenkel mit 4 differentiellen Segmenten: proximal, 
median (?), submedian, distal. Das median gelegene differentielle 
Segment wurde nur vereinzelt gefunden und nie auf beiden Homologen 
zugleich. 

B-Chromosom: Insertion subterminal, kurzer Schenkel ohne differen- 
tielle Segmente, langer Schenkel mit 4 differentiellen Segmenten: pro- 
ximal, submedian/proximal, median, submedian/distal. 

C-Chromosom: Insertion subterminal, kurzer Schenkel ohne differen- 
tielle Segmente, langer Schenkel mit 3 differentiellen Segmenten: sub- 
median/proximal, median, submedian/distal. 

D-Chromosom: Insertion submedian, kurzer Schenkel (Satelliten- 
schenkel) ohne differentielle Segmente, langer Schenkel mit 1 differen- 
tiellem Segment: proximal. 

Mit Hilfe dieser differentiellen Segmente, deren Lage und Anzahl fir 
jedes Chromosom charakteristisch ist, kann nun auch in diploiden 
Metaphasen ohne weiteres eine einwandfreie Identifizierung der Einzel- 
chromosomen durchgefiihrt werden. 


II. Die Abgrenzung der Gruppenbildungen 

Im Folgenden soll kurz erértert werden, wann wir eine Chromo- 
somenanordnung als Gruppierung bezeichnen und wann nicht. Gleich- 
zeitig soll damit zu dem Einwand von STERN (1958) Stellung genommen 
werden, die von uns angegebenen. Gruppierungen seien willkiirlich durch- 
gefiihrt und man kénne dieselben Chromosomenanordnungen auch anders 
gruppieren (s.a. GLAss 1961). Als Kriterium wurde zuniachst rein optisch 
der raumliche Abstand zwischen den einzelnen Chromosomen festgestellt 
und daraus auf Sonderung bzw. nicht Sonderung geschlossen und in den 
meisten Fallen geniigte dieses Kriterium vollauf. So besteht in Abb. 2a 
wohl kaum ein Zweifel, daB es sich hierbei um eine 4:4-Gruppierung 
handelt. Als weiteres Kriterium war in verschiedenen Fallen die Kineto- 
chorendistanz zwischen den Chromosomen maBgebend, wobei dann 
auf eine Gruppierung geschlossen wurde, wenn die Distanz innerhalb jeder 
der beiden mutmaflichen Gruppen geringer war, als zwischen den beiden 
Gruppen (vgl. auch PArau 1950). Ferner wurde gelegentlich noch die 
gegenseitige Orientierung der Chromosomen in der Aquatorialebene in 
den Test mit einbezogen, denn in mehreren Metaphasen — vor allem in 
der Rattenleber mit 2n = 42 — war deutlich, daB auch ohne sichtbare 
raumliche Trennung die Chromosomen durch ihr Lageverhalten zur 
Gruppenbildung neigen, indem sie innerhalb eines Metaphasenareals 
anders orientiert sind als in einem anderen Areal derselben Zelle. Not- 
falls dienten alle 3 Kriterien zur Feststellung ob eine Sonderung vor- 
handen war. 
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Natiirlich gibt es auch Ubergangsfalle, bei denen nicht exakt ent- 
schieden werden kann, ob eine Zweier- oder gar Dreier-Gruppierung vor- 
liegt und bei denen die Trennungslinien — wie ven STERN (1958) kriti- 
siert — verschieden gezogen werden kénnen, so daB je nachdem wie man 
die Trennungslinie zieht, z.B. eine 4:4-'oder eine 5:3-Gruppierung ab- 
gelesen werden kann. Es ist verstandlich, daB bei diesen Ubergangsfallen, 
die bei Bellevalia romana in etwa 8%, in der Rattenleber in etwa 15% aller 





’ 


t 


a b 
Abb. 2a u. b. Reductional groupings mit zwei zahlenmaBig gleich groBen Chromosomen- 
gruppen. a 4:4-Gruppierung mit der Chromosomenkombination AABD + BCCD; b 4:4- 
Gruppierung mit der Chromosomenkombination 4 BCD + ABCD = Genomsonderung 


gefundenen Sonderungen vorkommen, nach eigenem Ermessen getrennt 
werden muB, doch haben gerade unsere Modellversuche (GLAss 1961) ge- 
zeigt, daB dieser Trennung in Sonderungstypen nur eine untergeordnete 
Rolle zukommt, denn das Wesentliche ist ja hier nicht die Form der 
Gruppierung, sondern die Anordnung der Chromosomen innerhalb dex 
einzelnen Gruppen und diese wird — gleichgiiltig wie wir die Trennungs- 
linie ziehen — in keiner Weise davon beeinflu8t. In der in Abb.2b dar- 
gestellten Metaphase ist es daher vollig gleichgiiltig, ob wir eine 4:4- 
oder eine 4:3:1- oder gar keine Gruppierung annehmen, in jedem Falle 
bleibt die abgebildete Anordnung der Chromosomen erhalten, d.h. oben 
in unserer Metaphase liegt ein komplettes haploides Genom (ABCD) und 
unten ein A-Chromosom und in der Bildmitte liegt ein C-Chromosom, 
flankiert von einem B- und D-Chromosom. Selbst wenn man keine Grup- 
penbildung annimt, mu8 man bei dieser Chromosomenanordnung von 
einer latenten Genomsonderung sprechen, die durchs Quetschen manifest 
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werden kann (GLAss 1961). Es ist also gleichgiiltig, wie wir — bei ver- 
schiedenen Méglichkeiten der Linienziehung — die Trennungslinie legen, 
die Lagerung der Chromosomen wird dadurch nicht beeinflu8t oder ver- 
andert und in unserem Beispiel bleibt das Phaénomen der Genom- 
sonderung so oder so davon unberiihrt. 


III. Die Héufigkeit der 4:4-Gruppierung in den Metaphasen der Wurzel- 
spitzen von Bellevalia romana 
Unter den diploiden (2n=8) Mitosen der Wurzelspitzen von Belle- 
valia romana finden sich 5—6%, die Gruppenbildungen (reductional 
groupings) aufweisen. Da die Anzahl der reductionai groupings in den 
einzelnen Wurzelspitzen 


so gering ist, war €S  Tabelle 1. Die Haufigkeit der einzelnen Sonderungen 
nicht méglich, einen Ver- bei Zweier-Gruppen 

















gleich zwischen den ein- Anzahl der Zweier-Gruppen 

; | Sea eR 

zelnen Mw urzelspitzen it beet aie Fen 
durechzufiihren. Unser 

Test beschrankt sich 500 29 84 190 | 197 | p=0,001 
daher auf eine einheit- Erwartet 31 110 | 221 138 











liche Auswertung inner- 

halb der Versuchsserien. In 86% der reductional groupings handelt es sich 
um Sonderungen in 2 Chromosomengruppen, die restlichen 14% enthalten 
mehrere Gruppierungen. Bei Sonderungen in 2 Chromosomengruppen 
sind folgende Gruppierungen méglich: 7:1, 6:2, 5:3, 4:4. Wir haben ins- 
gesamt 500 derartige Gruppierungen untersucht, nach jeweils 50 Grup- 
pierungen die Auswertung wiederholt und festgestellt, wie oft die oben 
beschriebenen Sonderungen vorkommen. Unter 500 derartigen Grup- 
pierungen findet sich die 4:4-Gruppierung in 197 Fallen. Berechnen 
wir mit Hilfe der Binomial-Verteilung den entsprechenden Erwartungs- 
wert, dann mii®ten 138 Sonderungen eine 4:4-Gruppierung aufweisen; 
unser Befund liegt demnach wesentlich iiber der Erwartung. Die rest- 
lichen Sonderungstypen und deren Erwartungswerte sind aus Tabelle 1 
ersichtlich. Wir haben nun mit Hilfe des y?-Testes berechnet, ob die in 
Tabelle 1 aufgetretenen Unterschiede zwischen Befund und Erwartung 
— vor allem bei der 4:4-Gruppierung — real oder zufallsbedingt sind. 
Wie der P-Wert zeigt (P = 0,001), liegen die festgestellten Differenzen 
weit auferhalb der Streuungsbreite, unsere Haufigkeitsverteilung 
stimmt nicht mit der Binomial-Verteilung iiberein, die beobachteten 
Abweichungen sind daher real. 

Betrachten wir nun die Haufigkeit der 4:4-Gruppierung in. Ab 
hangigkeit von der ausgewerteten Gruppenzahl bzw. in den einzelnen 
Wiederholungen, dann ist die Anzahl der Mitosen mit einer 4:4-Grup- 
pierung in allen Wiederholungen dieselbe. Auch die Werte der iibrigen 
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Gruppierungen entsprechen sich im Wiederholungstest. Im Laufe unse- 
rer Untersuchungen sind in unserem Material und in der Auswertung 


demnach keine Veranderungen aufgetreten. 


IV. Die verschiedenen Chromosomenkombinationen in einer 4: 4-Gruppie- 
rung und ihre Héufigkeit 

Unter den 10 Moéglichkeiten einer Chromosomengruppierung von 
4:4 kommt die Sonderung ABCD + ABCD, d.h. die Sonderung in 
haploide Genome, in 25% aller Falle vor (insgesamt 197 Sonderungen 
nach 4:4); ihre Haufigkeit entspricht somit genau dem Erwartungs- 
wert, den wir mit Hilfe der hypergeometrischen Verteilung errechnet 
haben (s. Tabelle 2). Mit 12—14% (Erwartungswert 11,4%) folgen die 


Tabelle 2. Die verschiedenen Chromosomenkombinationen einer 4:4-Gruppierung 
und deren Haufigkeit (%) 






































we AABB AACC AADD AABC AABD 

zahl CcCDD BBDD BBCC BCDD BCCD 

Beobachtet 197 4,6 2,4 4,6 14,2 8,1 
Erwartet 27 2,7 He f 11,4 11,4 
AACD ABBC ABBD ABCC ABCD 

BBCD ACDD ACCD ARDD ABCD 

Beobachtet 6,6 9,8 12.2 13,2 24,9 
Erwartet 11,4 11,4 11,4 11,4 23,5 





Gruppierungen mit drei nicht homologen Chromosomen in einer Gruppe 
(z.B. AABC + BCDD) und die Sonderungen mit je zwei homologen 
Chromosomenpaaren in einer Gruppe stehen an letzter Stelle mit Werten 
zwischen 2 und 5% (Erwartung 2,8%). In allen 10 Chromosomenkombi- 
nationen, die bei eine 4:4-Gruppierung méglich sind, weichen demnach 
unsere Befunde nicht oder nur geringfiigig von den entsprechenden 
Erwartungswerten ab. 

Da die Genomsonderung die am haufigsten auftretende Form der 
Trennung in zahlenmabig gleichgroBe Chromosomengruppen ist, war es 
fiir uns von besonderem Interesse, festzustellen, wie sich die Zahl der 
Genomsonderungen zu den iibrigen Sonderungstypen und Chromo- 
somenkombinationen verhalt. Ferner untersuchten wir, ob an dem in 
unserem Material beobachteten bevorzugten Auftreten von reductional 
groupings mit zahlenmaBig gleichgroBen (4:4) Chromosomengruppen 
(s. Tabelle 1) Zellen mit Genomsonderungen beteiligt sind. Wir haben 
insgesamt 500 reductional groupings auf Genomsonderung untersucht 
und dabei jeweils nach 50 Gruppierungen die Auswertung wieder- 
holt (vgl. vorheriges Kapitel). Wie die Wiederholungen zeigen (Tabelle 3), 
bleibt dabei der Anteil der Genomsonderungen an der Gesamtzahl der 
reductional groupings weitgehend konstant, d.h. unabhangig von den 
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Tabelle 3. Die Héufigkeit der Genomsonderung (ABCD + ABCD) in den 
reductional groupings im Wiederholungstest 














Anzahl... . . {| 50 | 100 | 150 | 200 | 250 | 300 | 350 | 400 | 450 | 500 
Genomsonderung 3; 5 5 5 8 6 2 5 3 6 




















sonst noch auftretenden Chromosomenkombinationen und unabhangig 
von der Anzahl der ausgewerteten reductional groupings lassen sich 
immer etwa 10% Mitosen auffinden, die eine Sonderung in haploide 
Chromosomensatze enthalten. In Verbindung mit den Ergebnissen in 
Tabelle 1 bedeutet dies, daB in den diploiden Zellen der meristemati- 
schen Zone der Wurzelspitzen von Bellevalia romana unter den beobach- 
teten reductional groupings eine verhaltnismaBig konstante Anzahl von 
Genomsonderungen auftritt. 


Kurz seien noch die reductional groupings mit 3 Chromosomengruppen er- 
wahnt. Bei derartigen Sonderungen ist die Zahl der méglichen Chromosomen- 
kombinationen naturgemaB wesentlich héher als bei den Zweier-Gruppierungen; 
so treten bei einer Sonderung nach 4:2:2 bereits 39, bei einer Trennung in 4: 3:1 
sogar 52 verschiedene Kombinationsméglichkeiten auf. Wir haben uns hier darauf 
beschrankt, bei den 86 gefundenen Dreier-Gruppierungen den Anteil der Sonderun- 
gen nach Genomen festzustellen (Tabelle 4). Wie aus der Tabelle hervorgeht, 


Tabelle 4. Die Haufigkeit der Genomsonderung bei reductional groupings mit mehreren 
Chromosomengruppen 














Sonderungen 
4:2:2 4:3:1 | 5:2:1 3:3:2 
Mégliche Kombinationen .... . 39 52 | 33 47 
Gefundene Kombinationen ... . 12 18 | 9 19 
Anzahl Genomsonderung .... . 3 + 5 6 
Zellen mit Genomsonderung. . . . 5 8 10 10 
Gesamtzellenzahl. ........ 17 24 14 27 


deuten sich auch hier dieselben Verhaltnisse an wie bei den Zweier-Gruppierungen: 
Auch in den reductional groupings mit mehreren Chromosomengruppen ist die 
Trennung in homologe Chromosomensiatze am haufigsten. 


Diskussion 


Bei zytologischen Untersuchungen in den Wurzelspitzenmitosen von 
Bellevalia romana stellten wir fest, daB in 5—6% der untersuchten 
Metaphasen die Chitomosomen in — meist zwei — Gruppen angeordnet 
sind. Derartige Chromosomengruppierungen wurden schon von NEMEC 
(1904) beobachtet und von Husxrins (1948) als ,,reductional groupings‘ 
bezeichnet. Die meisten der bisherigen Untersuchungen tiber reductional 
groupings befaBten sich mit dem Auftreten und der Haufigkeit dieser 
Gruppierungen und ihrem Erkennen in den verschiedenen Mitosestadien. 
Ferner wurden die reductional groupings nach Behandlung mit Chemi- 
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kalien und Kalte in Abhangigkeit von Zeit und Konzentration unter- 
sucht und diese Gruppierungen mit dem Problem der somatischen Re- 
duktion (BERGER 1938) in Verbindung gebracht. Sind in den reductional 
groupings die beiden Chromosomengruppen in der Metaphase geniigend 
weit voneinander entfernt, dann kann jede Chromosomengruppe un- 
abhangig von der anderen in die Anaphase eintreten; in der Anaphase 
bildet sich in diesem Falle eine Doppelspindel aus und es entstehen 
4 Kerne mit zahlenmafig verringerter (reduzierter) Chromosomenzahl. 

In den vorliegenden Untersuchungen interessierten wir uns allein 
fiir die 4:4-Gruppierung bei der 8 Chromosomen besitzenden Belle- 
valia romana, und zwar fiir. die Chromosomengruppierung ABCD + 
ABCD, die wir in friiheren Untersuchungen (GLAss 1956) als Genom- 
sonderung bezeichnet haben. Wir beschrankten uns auf diese Chromo- 
somengruppierung, da nach den Ergebnissen der vorhergehenden Arbeit 
(GLAss 1961) gerade an dieser speziellen Gruppierung am leichtesten ein 
bindender Riickschlu8 auf die Chromosomenanordnung vor der Pra- 
parate-Herstellung méglich ist. Damit wird die Frage nach der Anord- 
nung der Chromosomen in der Metaphase aufgeworfen, eine Frage, die 
uns heute wesentlicher erscheint als die Chromosomengruppierung als 
solche. Dariiber hinaus haben unsere Befunde in der Rattenleber ge- 
' geigt (GLAss 1956, 1957, 1958), daB zumindest in diesem Organ die Anord- 
nung der Chromosomen im Zellkern bestimmten GesetzmaBigkeiten 
unterworfen ist. 

Grundsatzlich sind nach den bisherigen zytologischen Untersuchun- 
gen fiir die Anordnung der Chromosomen in den Wurzelspitzenmitosen 
von Bellevalia romana 3 Moglichkeiten gegeben: 


Als erstes ist an eine somatische Paarung der Homologen zu denken 
wie es in den Prophasen der Meiosis die Regel ist und fiir die somati- 
schen Mitosen gewisser Dipterien von Merz (1916) beschrieben wurde. 
Fande eine derartige somatische Paarung der homologen Chromosomen 
in den Metaphasen der Wurzelspitzenmitosen von Bellevalia romana statt, 
dann miiSten in unserem Material die entsprechenden Gruppierungen 
(AABB + CCDD, AACC + BBDD, AADD + BBCC) am _ haufigsten 
sein. Wie Tabelle 2 zeigt, ist dies aber nicht der Fall, gerade diese 
Gruppierungen sind sogar am seltensten. 


Die zweite Méglichkeit besteht in einer Anordnung der Chromo- 
somen in latenten oder ausgepragten Genomsonderungen, d.h. die Chro- 
mosomen waren in diesem Falle so in der Metaphase angeordnet, dal} 
man bei einer 4:4-Gruppierung durch eine oder mehrere Trennungs- 
linien zwei homologe Chromosomensatze voneinander trennen kann. 
Wie gerade unsere Ergebnisse zeigen, ist die Sonderung nach zahlen- 
maBig gleichgroBen Chromosomengruppen, aber ohne Riicksicht auf die 
Genomsonderung, tiberdurchschnittlich haufig und gegeniiber der Er- 
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wartung statistisch gut gesichert; unsere Befunde stimmen hier mit 
denen anderer Autoren tiberein (HuskIns und CHounarD 1950, Hus- 
Kins und CHENG 1950, AvAnzr1 1956 bei Allium cepa, Herscop 1951 bei 
Tradescantia, PAtau 1950, PATau und SteEtnirz 1952 bei Rhoeo discolor, 
Witson und CHENG 1949 bei Trilliwm-Arten). Die in unserem Zusammen- 
hang aber entscheidende Chromosomengruppierung, die echte Genom- 
sonderung in ABCD -++ ABCD, tritt in unseren Praparaten nicht haufiger 
als bei zufallsgemaBer Chromosomenanordnung auf. Auch diese Méglich- 
keit der Chromosomenanordnung scheidet also bei Bellevalia romana aus. 
Dieser Befund steht im Gegensatz zu den Ergebnissen von WILson und 
CHENG (1949) sowie PATau und STErnitz (1952), die die Sonderung in 
homologe Chromosomensatze haufiger als erwartet beobachteten. 

Als dritte Méglichkeit fiir die Anordnung der Chromosomen in der 
Metaphase bleibt nun noch die zufallsgemaBe Orientierung der Chromo- 
somen in der Aquatorialebene iibrig. Betrachten wir unter diesem Aspekt 
die Haufigkeit der 10 verschiedenen 4:4-Gruppierungen in Tabelle 2, 
dann finden wir eine befriedigende Ubereinstimmung zwischen Beobach- 
tung und Erwartung, indem Gruppierungen mit 4 verschiedenen Chromo- 
somentypen (ABCD -+ ABCD) am haufigsten sind, Gruppierungen mit 
drei verschiedenen Chromosomentypen in einer Vierer-Gruppe (AABC + 
BCDD) eine Mittelstellung einnehmen, und Gruppierungen mit jeweils 
2 Homologenpaaren in einer Vierer-Gruppe (AABB -++ CCDD) am selten- 
sten vorkommen. 

Zusammenfassung 

1. Es wurde die Haufigkeit sowie die Chromosomenverhaltnisse in den 
reductional groupings der Wurzelspitzenmitosen von Bellevalia romana 
(2m =8) untersucht. 

2. In den Wurzelspitzenmitosen von Bellevalia romana finden sich 
durchschnittlich 5—6% Mitosen mit reductional groupings. 86% aller 
reductional groupings enthalten zwei, die restlichen 14% mehrere Chro- 
mosomengruppen. 

3. Reductional groupings mit zwei zahlenmaBig gleichgroBen Chromo- 
somengruppen (4:4) finden sich haufiger als erwartet, der Unterschied 
ist mit P =0,001 gut gesichert. 

4. Bei 10 méglichen Ckromosomenkombinationen einer 4: 4-Gruppie- 
rung tritt die Sonderung in homologe Chromosomensatze (Genomson- 
derung) nicht haufiger als erwartet auf. Auch bei der Homologen- 

- paarung stimmen Befund und Erwartung gut iiberein. 

5. In den Metaphasen der Wurzelspitzenmitosen von Bellevalia 
romana findet eine zufallsgemaiBe Anordnung der Chromosomen statt. 
Diese Aussage ist méglich. da Modellversuche (GuAss 1961) gezeigt 
haben, daB gerade bei der Genomsonderung aus der Anordnung der 
Chromosomen in den Quetschpraparaten bindende Riickschliisse auf die 
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